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Résumé 
 
Introduction: Durant la pathogenèse d’ostéoarthrose (OA), les cytokines pro-
inflammatoires IL-1β (Interleukin-1 beta) et TNF-α (Tumor necrosis factor alpha) stimulent 
la dégradation des agrécanes par l’aggrécanase-1 ou ADAMTS-4 (a disintegrin and 
metalloproteinase with thrombospondin motif). Ces cytokines peuvent stimuler plusieurs 
voies de signalisation conduisant ainsi à l’augmentation de l’expression des ADAMTS dans 
les chondrocytes humains. Les TIMPs (tissue inhibitor of metalloproteinases) présentent 
des inhibiteurs endogènes de l’ADAMTS. Nous avons démontré que la Rapamycine (un 
immunosuppresseur et un inhibiteur du mamalian target of Rapamycin (mTOR)) peut avoir 
des effets bénéfiques dans cette pathologie. Notre étude examine l’effet de la Rapamycine 
sur l’expression de l’ADAMTS-4 induit par les cytokines, son implication dans certaines 
voies de signalisation, et son effet sur l’expression du TIMP-3. 
Méthodes: Des chondrocytes normaux sont traités avec la Rapamycine seule ou  stimulés 
aussi avec l’IL-1β et le TNF-α. Les effets de la Rapamycine sur l’expression de 
l’ADAMTS-4 et du TIMP-3 ont été étudiés par l’analyse RT-PCR et l’activité enzymatique 
a été étudiée par la technique d’ELISA. Les effets de la Rapamycine sur certaines voies de 
signalisation ont été étudiés par le Western blot. 
Résultats: Nous avons trouvé que la Rapamycine inhibe l’expression de l’ARNm de 
l’ADAMTS-4 induit par les cytokines pro-inflammatoires dans les chondrocytes humains. 
L’activité enzymatique de l’ADAMTS-4 induit par l’IL-1β a été légèrement diminuée par 
la Rapamycine. En plus, cette dernière a montré de différents effets sur plusieurs voies de 
signalisation stimulées par l’IL-1β et le TNF-α telles que les voies des MAPKs (Mitogen 
activated protein kinase), de l’AKT, et de la p70 S6 kinase. La Rapamycine a inhibé 
partiellement l’activation de la phosphorylation de l’ERK1/2 MAPK (extracellular signal-
regulated protein kinase MAPK) en présence du TNF-α seulement. En outre, la 
Rapamycine a inhibé la phosphorylation des protéines p38 MAPK, JNK (c-Jun N-terminal 
kinase), et AKT activée par l’IL-1β seulement. En plus, la phosphorylation de la protéine 
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p70 S6K stimulée par l’IL-1β et le TNF-α a été inhibée par la Rapamycine. D’autre part, 
nous avons démontré que le niveau du TIMP-3 a été augmenté en présence de la 
Rapamycine. 
Conclusion: Ces résultats suggèrent que la Rapamycine peut bloquer l’action de 
l’ADAMTS-4 via l’inhibition de l’activation des MAPKs, de l’AKT, et de la p70 S6K. La 
Rapamycine pourrait ainsi être considérée pour la prévention de la perte du cartilage chez 
les patients ostéoarthritiques. 
 
Mots-clés : Ostéoarthrose; cartilage; ADAMTS-4; aggrécanase-1; chondrocytes; 
interleukin-1β; tumor necrosis factor alpha; Rapamycine; transduction de signal. 
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Abstract 
 
Introduction: During the pathogenesis of osteoarthritis, the pro-inflammatory cytokines IL-
1β (Interleukin-1 beta) and TNF-α (Tumor necrosis factor alpha) stimulate the degradation 
of aggrecans by aggrecanase-1 or ADAMTS-4 (A disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin motif). These cytokines may stimulate several signaling pathways leading 
to an increased expression of ADAMTS-4 in human chondrocytes. The TIMPs (tissue 
inhibitor of metalloproteinases) are endogens inhibitors of ADAMTS-4. It has been shown 
that Rapamycin (an immunosuppressor and an inhibitor of the mammalian target of 
rapamycin or mTOR) may have beneficial effects in this pathology. Our study investigates 
the impact of Rapamycin on cytokine-induced expression of ADAMTS-4, his implication 
in certain signaling pathways, and his effects on the expression of TIMP-3. 
Methods: Human chondrocytes were pretreated with different doses of Rapamycin either 
alone or stimulated with IL-β and TNF-α. The effect on ADAMTS-4 expression was 
examined by RT-PCR analysis and enzyme activity by ELISA. Impact of Rapamycin on 
the activation of different signaling pathways was measured by Western blot analysis. 
Results: We have shown that Rapamycin down-regulated pro-inflammatory cytokines-
induced ADAMTS-4 mRNA expression in human chondrocytes. The IL-1β-induced-
enzymatic activity of ADAMTS-4 was slightly inhibited by Rapamycin. Furthermore, 
Rapamycin present different effects on pro-inflammatory cytokines-stimulated activation of 
certain signaling pathways such as MAPKs (Mitogen activated protein kinases), AKT, and 
P70 S6 kinase. Moreover, Rapamycin partially inhibits TNF-α-induced activation of 
phosphorylation of ERK1/2 MAPK (extracellular signal-regulated protein kinase MAPK). 
Thus, Rapamycin inhibit IL-1β-induced activation of phosphorylation of the proteins p38 
MAPK, JNK (c-Jun N-terminal kinase), and AKT. Also, Rapamycin inhibit IL-1β and 
TNF-α-activation of phosphorylation of the protein p70 S6 kinase. In other way, we have 
shown that the level of TIMP-3 has been increased in the presence of Rapamycin. 
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Conclusion: These results suggest that Rapamycin down-regulates the expression of 
ADAMTS-4 by inhibiting the cytokine activation of MAPKs, AKT, and p70 S6 kinase. 
Thus Rapamycin could be considered as potential therapeutic agent for prevention of 
cartilage loss in patient with osteoarthritis. 
 
Keywords : Osteoarthritis; cartilage; ADAMTS-4; aggrecanase-1; chondrocytes; 
interleukin-1β; tumor necrosis factor alpha; signal transduction; Rapamycin. 
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1. Cartilage articulaire 
 
1.1 Structure 
 
Le cartilage articulaire est un tissue inerte non vascularisé, innervé, et non lymphatique. Il 
forme un support mécanique offrant un soutien pour le corps lors des mouvements et cela 
en diminuant les frictions et la douleur au niveau des articulations. Sa structure consiste en 
un seul type de cellules spécifiques appelé chondrocytes et d’une matrice extracellulaire 
(ECM). Quatre zones (ou couches) très organisées sont identifiées au niveau du cartilage 
articulaire: 
 Une zone superficielle qui donne une grande rigidité et résistance au cartilage. Elle 
est formée des chondrocytes aplatis parallèles à la surface articulaire, d’une haute 
concentration en eau (jusqu’à 80%) et en fibres de collagènes qui se trouvent placer 
parallèlement à la surface articulaire, et d’une basse concentration en 
protéoglycanes (PGs). 
 Une zone intermédiaire formée de fibres de collagènes plus épaisses mais avec une 
concentration plus basse que celle dans la zone superficielle. Elle est composée 
encore de PGs dont leur concentration est plus grande que celle dans la zone 
superficielle, et d’une faible concentration d’eau.  
 Une zone radiale (ou profonde)  formée de chondrocytes sphériques qui se trouvent 
perpendiculaires à la surface articulaire, des fibres de collagènes possédant le 
diamètre le plus épais. Elle possède la plus basse concentration en eau et la plus 
haute concentration en PGs. 
 Une zone calcifiée présentant une zone adjacente à l’os sous-chondral qui le sépare 
de la zone radiale, elle est constituée par des cellules de volume très petit (1). 
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1.2 Facteurs de risque pour le développement de l’ostéoarthrose 
 
Plusieurs facteurs de risques peuvent être responsables du développement de l’OA au 
niveau des articulations, tels que: l’âge, les troubles hormonales et métaboliques, les 
troubles immunologiques, l’inflammation, les lésions articulaires, les infections, l’obésité, 
la densité des os, la faiblesse des muscles, les activités sportives, des facteurs mécaniques et 
un régime alimentaire manquant de la vitamine D (2). En plus, cette maladie touche les 
femmes plus que les hommes (3); ainsi approximativement 10% des hommes et 13% des 
femmes souffrent de l’OA dans les genoux (2). 
 
2. Les chondrocytes 
 
Les chondrocytes sont des cellules hautement spécifiques qui présentent à peu près 3% de 
la masse du cartilage (4). Ils sont dispersés dans la matrice extracellulaire dans des petits 
espaces ostéocytaires, localisés ainsi avec un réseau extracellulaire formé de l’eau, des PGs 
et des fibres de collagènes. Les chondrocytes peuvent être stimulés par plusieurs facteurs 
comme les facteurs de croissance, les cytokines et les forces biomécaniques qui peuvent 
augmenter le métabolisme cellulaire. On peut trouver les chondrocytes dans toutes les 
zones du cartilage, ainsi ils se diffèrent par leur taille, leur forme, et leur activité 
métabolique; tandis qu’ils contiennent tous les mêmes organites nécessaires comme 
l’appareil de Golgi et le Réticulum endoplasmique. On peut trouver des cellules aplaties et 
parallèles à la surface articulaire dans la couche superficielle, des cellules arrondies avec 
des fibres plus épaisses dans la couche intermédiaire et des cellules avec des fibres épaisses 
formant des colonnes parallèles et perpendiculaires à la surface articulaire dans la couche 
radiaire (1) (Fig.1). Les chondrocytes maintiennent un taux de prolifération élevé qui avec 
l’âge va diminuer (5).  Les chondrocytes sont responsables de  la maintenance de l’ECM et 
cela par le remplacement des composés dégradés de la matrice puisqu’ils assurent la 
synthèse des composants du cartilage. En plus, les chondrocytes sont responsables de la 
dégradation de ces composants par l’augmentation de l’expression des protéinases; d’où 
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leur principal rôle dans la maintenance de l’équilibre entre l’anabolisme et le catabolisme 
au niveau du cartilage. Pour cela l’altération au niveau de ces cellules peut contribuer à la 
progression de la dégénération du cartilage articulaire, d’où ça amène à plusieurs maladies 
au niveau du cartilage tel que l’OA (6). 
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Figure 1: Propriétés d’une articulation normale et ostéoarthritique. (a) une articulation 
saine avec un cartilage articulaire normal, le cartilage articulaire est organisé en des zones 
péri-cellulaires, territoriales,  et interterritoriales, chacune d’elles présentes à une distance 
spécifique des chondrocytes. L’immunohistochimie montre que les zones territoriales et 
péri-cellulaires (flèche pointillée) ne montrent pas de coloration pour les COMPs (cartilage 
oligomeric protein), alors que la zone interterritoriale (flèche solide) montre une coloration 
pour les COMPs. (b) une articulation ostéoarthritique présente une perte de cartilage et des 
altérations dans l’os sous-jacente. Les composantes du cartilage sont altérées même dans 
les stades précoces de la maladie. La perte des COMPs dans la zone interterritoriale (flèche 
solide) est vue par immunohistochimie où des COMPs nouvellement synthétisées sont 
déposées principalement dans la zone péri-cellulaire (flèche pointillée) (7). 
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3. Matrice extracellulaire (ECM) 
 
L’ECM est composée d’une part de l’eau (80% de la masse du cartilage articulaire) 
contenant du gaz, des petites protéines, et de certains métabolites; et d’autre part des fibres 
de collagènes, des PGs, des protéines non collagéniques et des glycoprotéines. Les fibres de 
collagènes constituent 60% de la masse totale du cartilage articulaire. Il existe plusieurs 
types de collagènes tels que collagène II, VI, IX, X, et XI. Le collagène II forme la majorité 
des fibres du collagène du cartilage articulaire (90% à 95%) organisés dans un réseau 
complexe. Ce réseau inclue des agrégats de PGs appelés agrécanes qui en forment la partie 
majeure. Il est formé aussi d’autres constituants comme les COMPs (cartilage oligomeric 
proteins), les protéines de liaison (LP), les fibronectines, et d’autres petites PGs comme les 
fibromodulines, les biglycanes, et les décorines. Ces constituants sont répartis dans deux  
régions de l’ECM : une région territoriale riche en collagènes type IV et en agrécanes tout 
en formant une structure organisée; et une région interterritoriale contenant des fibres de 
collagènes de diamètre plus large (Fig.2) (1) (7). 
 
4. Les Agrécanes 
 
L’agrécane constitue la partie majeure des PGs (35% de la masse des protéines situées dans 
le cartilage). Sa structure très organisée forme des agrégats liés à l’acide hyaluronique 
(HA). 
La structure de l’agrécane comporte trois domaines dont deux se situent dans la partie N-
terminale, et un troisième se situant dans la partie C-terminale : 
Le domaine globulaire G1 est situé dans la partie N-terminale où il se lie au HA par la LP. 
Ce domaine G1 est séparé du domaine G2, qui est aussi dans la partie N-terminale, par un 
domaine interglobulaire (IGD) qui contient à peu près 150 acides aminés. Dans la partie C-
terminal, on trouve le domaine G3 séparé du domaine G2 par une longue chaine formée de 
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110 chondroitine sulfate (CS)  et de 30 sulfates de Kératane (KS) ou plus. Ainsi, l’agrécane 
possède plusieurs sites de clivage reconnus par des enzymes protéolytiques: les 
métalloprotéinases (MMPs) et les aggrécanases appelés encore ADAMTS.  En effet, cette 
organisation des agécanes en agrégat présente une importance dans la structure du cartilage; 
pour cela la dégradation des agrécanes joue un rôle essentiel dans l’apparition de l’OA (8) 
(9). 
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Figure 2: Organisation des différentes composantes du cartilage articulaire. La zone péri-
cellulaire se trouve autour de la cellule et présente des composantes qui interagissent avec 
les récepteurs de la surface cellulaire. À côté de la zone péri-cellulaire se trouve la zone 
territoriale. À une distance plus longue, la zone interterritoriale se trouve. Les types de 
collagènes et des protéines liantes les collagènes qui forment la matrice diffèrent d’une 
zone à l’autre. CLIP-1: cartilage intermediate layer protein 1; PRELP: proline-arginine-rich 
end leucine-rich repeat protein (7). 
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5. L’ostéoarthrose (OA) 
 
L’OA est une forme grave des maladies rhumatismales caractérisée par la dégradation 
progressive du cartilage articulaire, une inflammation synoviale (10) (11), un remodelage 
de l’os sous-chondral (sclérose) (11), la formation de nouveau os appelés ostéophytes (10) 
(11), ainsi que la minéralisation de l’ECM, la perte des PGs, une hypertrophie des 
chondrocytes, l’œdème, des fibrillations, l’érosion et la déformation de la surface du 
cartilage articulaire (12). Alors, cette maladie n’affecte pas seulement le cartilage mais 
toute l’articulation jusqu’à qu’elle touche l’os sous-chondral, les muscles péri-articulaires 
(13), les synoviales, les ligaments, les tendons, et les ménisques (14) (Fig.3). Plusieurs 
facteurs jouent un rôle dans la manifestation de l’OA. Mais le facteur le plus important est 
l’âge (15); puisque c’est vu que la majorité de la population qui sont de 65 ans et plus 
présente l’OA. Cela est dû à des altérations de la composition ou l’organisation des 
composants articulaires (PGs, collagènes). L’équilibre entre le catabolisme et l’anabolisme 
des composants articulaires assuré par les chondrocytes sera affecté; d’où le phénomène du 
catabolisme (dégradation du cartilage) sera plus grand que celui d’anabolisme (réparation 
du cartilage). Ce déséquilibre est dû à une production des enzymes protéolytiques par les 
chondrocytes stimulées par le stress, blessures, stress oxydatif ou le vieillissement de la 
matrice. Pour certains patients, l’inflammation joue un rôle important dans le 
développement de l’OA et ainsi elle va amener à l’apparition de la douleur (7) (16). Elle 
semble être une des causes principales qui mène à la production des cytokines 
inflammatoires et alors à l’augmentation de la production des facteurs cataboliques comme 
les protéinases (7). Cette maladie ne dépend pas de l’âge seulement (12); d’autres 
importants facteurs de risque ont été identifiés comme facteurs initiant l’OA, tels que des 
facteurs mécaniques ou des mutations au niveau du collagène du type II (13) (17) (18). 
En outre, plusieurs études se reposent sur l’observation de quelques marqueurs biologiques 
(COMP, HA, C-reactive protein) durant le processus d’OA. Ces marqueurs ont été trouvés 
avec des hautes concentrations lors de l’OA; d’où l’hypothèse qu’il y a une association 
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entre l’OA avec des changements structurels au niveau de l’articulation (13). Ces 
composantes sont des marqueurs de l’inflammation synoviale ou de la destruction des 
articulations qui reflètent la présence d’une OA. En plus de ces marqueurs, on peut trouver 
une augmentation du nombre des cellules immunitaires comme les lymphocytes B et T 
(19). 
Cette maladie présente plusieurs symptômes tels que des douleurs au niveau des 
articulations, des inflammations, une rigidité, une déformation articulaire (16) et une perte 
de mobilité due à la présence des ostéophytes. Ces ostéophytes se forment au niveau de l’os 
sous-chondral et entraîne un blocage mécanique (15). Elle atteint le plus souvent les mains, 
les genoux et les hanches. Ainsi, l’OA est divisée en deux catégories : l’OA primaire qui est 
une maladie dégénérative du cartilage dont son origine n’est pas connue; et l’OA 
secondaire qui est la plus répandue, et qui peut avoir comme origine une défection au 
niveau du cartilage (15) (16).  
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Figure 3: Un aperçu des changements pathologiques associés avec l’OA. À part de la 
destruction du cartilage, la fibrose de la capsule synoviale, l’hyperplasia de la membrane 
synoviale, le remodelage de l’os sous-chondral, et la formation d’ostéophytes contribuent à 
cette maladie (15). 
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6. Mécanismes ostéoarthritiques 
 
L’OA est une maladie dégénérative comportant plusieurs mécanismes. Elle est due à des 
altérations du métabolisme du cartilage dont l’une des causes principales est le déséquilibre 
qui se passe entre la synthèse et la dégradation des composants de l’ECM (14). Les 
chondrocytes responsables de la balance entre l’anabolisme et le catabolisme vont produire 
des médiateurs inflammatoires comme les cytokines et les chimiokines (interleukine-1( IL-
1), interleukine-6 (IL-6), interleukine-7 (IL-7), interleukine-8 (IL-8), interleukine-17 (IL-
17), interleukine-18 (IL-18), la protéine MCP-1 (monocyte chemoattractant protein), le LIF 
(Leukemia inhibitory factor), le GRO (growth related oncogene), et l’oncostatin M); ainsi 
que des espèces réactives d’oxygène (ROS) et de nitrogène (oxyde nitrique (NO), 
superoxyde, peroxyde d’hydrogène, peroxynitrite) et des dérivés lipidiques 
(prostaglandines, leucotriènes) (13) (14). Ces médiateurs inflammatoires sont responsables 
de la dégradation du cartilage; ceci en stimulant les chondrocytes à libérer les enzymes 
protéolytiques tels que les MMPs et les ADAMTS (ADAMTS-4, ADAMTS-5, ADAMTS-
19), et en inhibant la synthèse de différents métabolites qui composent l’ECM (14).  
Certains facteurs sont responsables de la maintenance de l’anabolisme du cartilage. Ce sont 
les agrécanes et le collagène type II. Lorsqu’une lésion se passe dans le cartilage articulaire, 
il y aura des modifications structurales au niveau de l’ECM comme la diminution des 
agrégats d’agrécane  qui sont probablement les premiers constituants affectés (19). D’où les 
chondrocytes vont agir pour fixer ce déficit en augmentant la synthèse de l’agrécane. Mais 
la composition de ces agrécanes diffère de ceux d’un adulte normal (19) (20). Après un 
certain temps, les chondrocytes ne peuvent plus compenser la diminution du taux des 
agrégats dans l’ECM (19); leur concentration devient alors très basse malgré 
l’augmentation de leur synthèse (20). D’autres parts, le collagène type II est un autre 
composant  du cartilage articulaire qui sera affecté, et va être aussi dégradé  (19); cette 
action est médiée par les cytokines, spécifiquement l’IL-1 qui stimulent les chondrocytes à 
dégrader ces composants (21).  
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Les chondrocytes dans le cartilage OA sont trouvés dans une forme hypertrophique, 
exprimant un niveau élevé de MMP-13, en plus du collagène type X, Runx2 (RUNT-
related transcription factor 2), des phosphatases alkalines, et de l’ostéocalcine (21). Runx2 
est un facteur de transcription qui régule la transition des chondrocytes prolifératifs en 
chondrocytes hypertrophiques et qui régule aussi l’expression de VEGF (vascular 
endothelial growth factor) conduisant à l’angiogenèse (22). Ainsi, de nouveaux vaisseaux 
sanguins seront formés dans l’os sous-chondral envahissant le cartilage articulaire (23). Ce 
processus sera associé avec la modification de l’architecture de l’os sous-chondral 
trabéculaire, la formation de nouvel os (ostéophytes) et donc la progression de l’OA (24). 
Ces ostéophytes sont associées à la prolifération des cellules périostales aux bords des 
articulations; ce qui mènent donc à une ossification endochondrale. Des études ont indiqué 
que cette ossification implique des facteurs de croissance comme TGF-β (transforming 
growth factor beta) et BMP-2 (bone morphogenetic protein 2); ces facteurs jouent un rôle 
dans l’apparition d’ostéophytes (24). 
Dans d’autre part, des études ont démontré l’important rôle du TGF-β dans la prolifération 
et l’augmentation du nombre des chondrocytes qui présentent des récepteurs de TGF-β. 
Alors que certains facteurs comme le NO et les ROS diminuent l’expression de ces 
récepteurs TGF-β. Les chondrocytes ne peuvent plus répondre à la stimulation par les TGF-
β lors de l’OA (21) (25); d’où la diminution de l’un des importants facteurs du voie 
anabolique (25). D’autres importants facteurs anaboliques sont trouvés diminuer lors de 
l’OA comme le PDGF (platelet-derived growth factor), le bFGF (basic fibroblast growth 
factor), et l’IGF-I (insulin-like growth factor I) qui stimulent dans le cas normal la 
production des PGs et des collagènes; ainsi que les BMPs qui stimulent la production des 
PGs (25). Des études ont montré que le cartilage articulaire est une cible pour des voies de 
signalisation induites par TGF-β, BMP, et FGF (fibroblast growth factor) (12). Alors le NO 
et les ROS sont aussi des facteurs importants dans le développement de l’OA; cela en 
causant du stress oxydatif et des dommages oxydatifs dans les chondrocytes; ce qui va 
initier l’hypertrophie cellulaire (25). Cette étape est associée avec la minéralisation de 
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l’ECM, la calcification du cartilage articulaire (12) et l’augmentation de l’apoptose des 
chondrocytes (26) (Fig.4). 
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Figure 4 : Interactions cellulaires dans la destruction du cartilage lors de l’OA. La 
destruction du cartilage est due à plusieurs mécanismes et des facteurs biologiques. 
L’induction du stress cellulaire, cytokines cataboliques (IL-1β, TNF-α), chimiokine, et 
autres médiateurs inflammatoires produits par les cellules synoviales et les chondrocytes 
résultent dans l’augmentation des enzymes protéases (familles de MMP et ADAMTS) (27). 
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7. Les aggrécanases (ADAMTS) 
 
7.1 Famille des ADAMTS 
 
Les ADAMTS présentent une famille de protéinases. Ce sont des enzymes extracellulaires 
(28) impliquées dans le développement et la progression de l’OA (29). Selon leurs 
fonctions, ces protéines sont divisées en 4 groupes : 
Le premier groupe comportant : ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9, -15, et -20. Ce groupe est divisé 
en deux sous-groupes : le premier composé de : ADAMTS-9 et -20 et l’autre composé de : 
ADAMTS-1, -4, -5, -8, et -15. 
Le deuxième groupe composé de : ADAMTS-2, -3, et -14. 
Le troisième groupe comportant seulement l’ADAMTS-13. 
Le quatrième groupe regroupe les autres membres d’ADAMTS répartis en quatre pairs: 
ADAMTS-19 et -17, ADAMTS-18 et -16, ADAMTS-12 et  -7, et ADAMTS-10 et -6 (29) 
(30). 
ADAMTS-4 et ADAMTS-5 ont été les premiers ADAMTS découvertes. Leur nom était 
aggrécanase-1 et aggrécanase-2, respectivement (31). En premier lieu, il a été connu que les 
MMPs sont des enzymes qui dégradent l’agrécane au niveau d’IGD entre les deux acides 
aminés, l’acide aspartique (Asn) et la phénylalanine (Phe). Après, des études ont montré 
qu’une autre famille d’enzymes coupe l’agrécane au niveau d’IGD mais entre les deux 
acides aminés, l’acide glutamique (Glu) et l’alanine (Ala); ces enzymes sont nommées 
aggrécanases (32). Les ADAMTS-4 et -5 jouent un rôle très important dans la progression 
de l’OA, ainsi leur principal substrat est l’agrécane. ADAMTS-4 peut avoir encore comme 
substrats d’autres composants de l’ECM tels que le COMP, la décorine, la fibromoduline, 
et la versicane (33). 
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7.2 Structure des ADAMTS 
 
Les ADAMTS sont secrétées premièrement sous forme de pré-pro-enzymes dont la 
structure contient un pro-domaine au niveau N-terminale, un domaine catalytique avec le 
motif de fixation de zinc (Zn): Histidine (His)-Glu-X-X-His-X-X-X-X-X-His (34), un 
domaine de désintegrine, un peptide signal, un domaine riche en cystéine (CRD) contenant 
une séquence de 10 résidues de cystéines (29), un motif contenant une répétition 
thrombospondine type I-like (TSR) important pour la reconnaissance et le clivage des 
agrécanes (35), une région spacer et du TSR au niveau C-terminale qui varient entre 0 
(ADAMTS-4) et 14 (ADAMTS-20). Ces répétitions sont importantes pour la liaison de ces 
enzymes aux substrats de l’ECM, en constituants un domaine de liaison aux 
glycosaminoglycanes (GAG) (29) (30). Alors que pour ADAMTS-4, cette liaison se fait 
dans la partie C-terminale par la région spacer (30). Quelques types d’ADAMTS présentent 
un domaine PLAC (protease and lacunin domain) au niveau C-terminale (ADAMTS-2, -3, 
et -14), ou des domaines CUB (complément C1r/C1s Uefg, Bmp1) et BMP-1 qui se 
trouvent au niveau C-terminale de l’ADAMTS-13 (29) (31). 
Les ADAMTS appartiennent à la famille des MMPs; elles forment par leur structure une 
partie d’une famille de protéinases appelée ADAM (a disintegrin and metalloproteinase).  
Toutes ces trois familles possèdent un domaine catalytique ayant une haute similarité, et 
contenant le motif de la fixation du Zn ayant la séquence HEXXHXXGXXH. ADAMTS et 
ADAMs se diffèrent des MMPs par la présence du CRD et d’un domaine désintégrine. 
Alors que la différence entre ADAMTS et ADAMs est que les ADAMTs possèdent des 
régions TSR une région spacer au niveau C-terminale, tandis ce que les ADAMs possèdent 
un domaine EGF-like (epidermal growth factor-like), un domaine cytosolique au niveau C-
terminale et des domaines transmembranaires qui caractérisent les ADAMs et leurs donnent 
la spécificité de se lier à la membrane au contraire des ADAMTS (29) (31) (Fig.5). 
Les protéines ADAMTS contiennent à côté du site catalytique un site furine, qui peut être 
clivé par les protéases furine-like (34), d’où ADAMTS va être activé par une pro-protéine 
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convertase pour être secrété sous la forme active dans le milieu intracellulaire (35). 
ADAMTS-4 va subir d’autres processus post-traductionnels jusqu’à qu’il devient sous sa 
forme active ayant une activité enzymatique élevée (31) (36).  
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Figure 5: Représentation schématique  de l’organisation minimale du domaine des 
protéinases : MMP, ADAM, et ADAMTS (29). 
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7.3 Implication des ADAMTS dans la pathogénie de l’OA 
 
Beaucoup d’études ont montré le rôle et l’implication des MMPs dans l’OA; alors qu’avec 
le temps les études des ADAMTS impliqués fortement dans la pathogenèse d’OA ont été 
augmentées. Les ADAMTS possèdent une activité destructive. Il a été démontré que dans 
plusieurs pathologies arthritiques (rheumatoid arthritis (RA), OA), le liquide synovial de 
certains patients présente des fragments d’agrécane ayant la séquence Ala-Arginine (Arg)-
Glycine (Gly)-Serine (Ser) qui se trouve au niveau de la partie N-terminal. Ceci est dû aux 
ADAMTS qui ont clivé les agrécanes entre Glu 373-Ala 374 de l’IGD; d’où ça amène à la 
destruction du cartilage et la progression de l’OA. (34) (37) (38). Cependant, il existe 
d’autres sites de clivage pour ADAMTS-4 et -5 : Glu1545-Gly1546, Glu1714-Gly1715, 
Glu1819-Ala1820, et Glu1919-Leucine1920.  (9) (39). Alors que le site de clivage pour les 
MMPs est au niveau Asn341-Phe342 (32) (35).  
La dégradation des agrécanes par les ADAMTS nécessite une étape de glycosylation de ces 
agrécanes; ainsi les produits obtenus après cette dégradation sont deux fragments appelés: 
ARGSV portant la partie N-terminale et NITEGE ayant la séquence G1-Asn-Isoleucine-
Thréonine-Glu-Gly-Glu (9) (11). 
Des études ont montré qu’ADAMTS-4 peut cliver d’autres constituants de l’ECM et pas 
seulement l’agrécane. Ainsi, il peut cliver le COMP, la fibromoduline, la décorine. (40), et 
les deux petits PGs  versicanes et brevicanes (36) (41). La dégradation des agrécanes par 
l’ADAMTS-4 et l’ADAMTS-5 constitue un potentiel facteur du développement de l’OA. 
ADAMTS-4 et -5 sont les enzymes les plus importants dans l’OA puisque ces deux 
enzymes sont hautement exprimées lors de cette maladie. Ils contribuent ainsi à la 
dégradation des agrécanes et donc à la diminution de leur nombre (33). Ce rôle important 
de ces ADAMTS dans la pathogenèse d’OA a été appuyé par des modèles animaux qui ne 
présentaient pas un phénotype anormal lors du knockout du gène ADAMTS-4 (42). 
Certains facteurs augmentent l’activité d’ADAMTS-4 dans le cartilage humain, telles que 
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les cytokines pro-inflammatoires IL-1β, et TNF-α (30), et l’oncostatine M secrété par les 
neutrophiles et les macrophages (43). 
 
7.4 Les inhibiteurs des ADAMTS 
 
L’activité des ADAMTS-4 et -5 peut être inhibée par plusieurs produits endogènes tels que 
les TIMPs, ou exogènes. Ainsi l’inhibition de ces enzymes va diminuer le catabolisme des 
agrécanes. Les TIMPs sont généralement des inhibiteurs des MMPs. TIMP-1 et TIMP-2 
inhibent fortement les MMPs tandis qu’ils inhibent faiblement l’ADAMTS-4 et -5 (44) 
(45). Alors que le TIMP-3 est trouvé comme un fort inhibiteur de l’ADAMTS-4 et -5. 
Ainsi, le TIMP-3 inhibe l’expression de ces ADAMTS stimulés par l’IL-1β (45) (46). 
D’autres inhibiteurs endogènes peuvent diminuer l’expression de l’ADAMTS-4 et de 
l’ADAMTS-5 tels que le FGF-2 (47) et α2-Macroglobuline (48). Il existe d’autres 
inhibiteurs synthétiques des ADAMTS-4 et ADAMTS-5 tels que le CaPPS (calcium 
pentosan polysulfate) qui augmente l’expression des TIMP-3 (49), les nobiletines (50), 
certains acides gras non saturés N-3 (51), ainsi que l’interaction de la partie C-terminale des 
fibronectines avec les ADAMTS qui inhibe la dégradation des agrécanes (52). En plus, 
certains médicaments inhibent encore l’expression des ADAMTS tels que le glucosamine 
(53), et le mannosamine (54), ainsi que certains produits d’origine naturelle peuvent inhiber 
l’expression de l’ADAMTS-4 induit par l’IL-1β tels que la curcumine, la quercétine (62) et 
le resvératrol (55). 
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8. Les Cytokines 
 
Les cytokines sont des substances très connues principalement lors d’une inflammation. 
Elles sont secrétées par les cellules du système immunitaire : macrophages, monocytes (56) 
et neutrophiles (57), et par plusieurs autres types de cellules tels que les ostéoblastes, les 
chondrocytes et les tissues synoviaaux (58) au niveau du cartilage articulaire pour être 
libérer après dans le liquide synovial.  
Il existe plusieurs familles de cytokines : 
 
-les cytokines pro-inflammatoires :  
Les principales cytokines pro-inflammatoires sont l’IL-1 et le TNF-α. Ce sont des facteurs 
essentiels qui induisent l’expression des ADAMTS dans le cartilage OA et inhibent 
l’expression des TIMPs (59). Ils provoquent la diminution du nombre des agrécanes et du 
collagène type II et augmentent alors le développement de la maladie (60). D’autres types 
de cytokines pro-inflammatoires sont incluent dans l’augmentation de l’expression des 
ADAMTS. Ce sont l’IL-6, l’IL-15, l’IL18, l’IL-21, le LIF, et l’IL-8, dans le cartilage OA; 
l’IL-17, le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) et  l’oncostatine 
M dans le cartilage RA principalement (58) (61) (62). Cependant, l’IL-6, l’IL-8, et le LIF 
sont considérés comme des cytokines régulatrices; ils sont stimulés par l’action de l’IL-1β 
(63). 
 
-Les cytokines anti-inflammatoires sont des cytokines inhibitrices qui affectent la 
production des cytokines pro-inflammatoires et diminuent leur activité. Ce sont l’IL-4, l’IL-
10, l’IL-13, l’IL-11, l’IL-Ra (interleukin-receptor antagonist), et l’IFN-γ (interferon-
gamma) (6). 
Alors qu’il y a d’autres cytokines anaboliques induisant la production des PGs et des 
collagènes tels que le TGF-β (66), l’IGF-I, les BMPs (9, 16, 17, 20, 27, 63) et les FGFs (2, 
6, 9). 
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8.1 L’interleukine-1 
 
L’IL-1 est une cytokine pro-inflammatoire qui constitue un facteur très important dans la 
réponse immunitaire, et cela en activant la production d’autres cytokines inflammatoires 
pour former un mécanisme de défense contre les invasions microbiennes (64). En plus, 
l’IL-1 joue des rôles multiples dans plusieurs maladies tels que les troubles neuro-
dégénératives (Alzheimer, le syndrome de down), la fibrose pulmonaire,  les maladies 
rhumatoïdes (OA, RA) (65) (66) et beaucoup d’autres maladies inflammatoires (67). 
L’IL-1 consiste en une famille formée de l’IL-1α, l’IL-1β qui sont deux cytokines agonistes 
pro-inflammatoires et de l’IL-1Ra qui est un antagoniste du récepteur d’IL-1. 
L’IL-1α et L’IL-1β sont synthétisées à partir des précurseurs pro-IL-1α et pro-IL-1β par 
l’action d’une enzyme appelée ICE (Interleukin converting enzyme) (67). L’IL-1 possède 
deux types de récepteur : un récepteur de l’IL-1 de type I (IL-1RI) et un récepteur de type II 
(IL-2RII). Ce sont des récepteurs transmembranaires formés par trois domaines l’un 
extracellulaire, l’autre intracellulaire séparés tous les deux par un domaine 
transmembranaire. La partie extracellulaire de ces deux types de récepteurs se ressemble. 
Elle comporte trois domaines d’Ig-like (immunoglobuline-like) qui forment un site de 
liaison d’IL-1. Le domaine transmembranaire est formé par une petite région contenant 
d’acides aminés. Le domaine intracellulaire de l’IL-1RI se diffère de celui d’IL-1RII par sa 
structure et sa fonction. Ainsi la partie cytoplasmique de l’IL-1RI est formée d’une longue 
chaîne d’acides aminés et présente un domaine appelé TIR (Toll/IL-1R) nécessaire pour 
l’initiation de la transduction du signal (68). Par contre,  l’IL-1RII est formé d’une courte 
chaîne d’acides aminés au niveau de son domaine intracellulaire et ne présente pas le 
domaine TIR; et donc il n’y aura pas de transduction de signal lors de la liaison de l’IL-1 à 
la partie extracellulaire. Pour que la signalisation initie, une autre protéine accessoire va se 
lier à l’IL-1R pour former un complexe d’initiation; c’est la protéine accessoire du 
récepteur (IL-1RACP). Ce complexe formé va activer alors plusieurs voies de signalisation. 
Une protéine adaptrice appelée MyD88 (myeloid differenciation factor 88) va se recruter au 
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complexe IL-1R - IL-1RACP, d’où le recrutement de la protéine IRAK (IL-1 receptor 
activating kinases) et la protéine TRAF (TNF receptor activating factor-6). Ces dernières 
vont se lier au complexe et vont être phosphorylées (Fig.6). Par la suite de la formation du 
complexe IL-1RI – IL-1RACP – MyD88-IRAK- TRAF-6, il y aura une activation d’une 
cascade de protéines; ce qui amène à la transduction de plusieurs voies de signalisation 
comme la voie du phosphoinositide 3 kinase (PI3K), la voie de l’IκB kinase (IKK), et les 
voies des MAPKs (P38, JNK, ERK). Ainsi, il y aura activation des facteurs de transcription 
NF-κB (nuclear factor kappa B) et AP-1 (activating protein-1). L’IL-1Ra ressemble aux IL-
1α et IL-1β, il forme un antagoniste de ces cytokines par sa liaison au récepteur IL-1RI et 
bloque ainsi la transduction du signal. Le récepteur IL-1RI présente une affinité plus grande 
pour IL-1α et IL-1Ra que pour IL-1β, alors que le récepteur IL-1RII présente une affinité 
plus haute pour IL-1β que pour IL-1α et IL-1Ra (67, 69, 70, 71). 
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Figure 6: Représentation schématique des récepteurs de l’IL-1 et sa voie de signalisation 
(72). 
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8.2 LE TNF-α 
 
Le TNF-α est une cytokine pro-inflammatoire puissante considérée comme un facteur clé 
dans certaines maladies. C’est une protéine soluble active de 17 kDa issue de son 
précurseur transmembranaire active (26 kDa) tmTNF par l’action de l’enzyme convertase 
métalloprotéique TACE (TNF-alpha-converting enzyme). Le TNF est secrété 
principalement par les macrophages (73) et par plusieurs types de cellules telles que : les 
lymphocytes T, les granulocytes, les cellules NK (natural killer), les neurones, les 
fibroblastes, les kératinocytes et les cellules musculaires lisses (74). 
 La famille de TNF comporte plusieurs protéines dont l’une et l’autre peuvent se ressembler 
par quelques parties de leur structure (75). Ainsi on peut avoir : le TNF-α, TNF-β, CD40 
Ligand, EDA-A1 (ectodysplasin ligand A1), EDA-A2 (ectodysplasin ligand A2), APRIL (a 
proliferation-inducing ligand), TRAIL (TNF-related apoptosis ligand), TRANCE (TNF-
related activation-induced cytokine), TALL-1 (TNF-and apoL-related leukocyte-expressed 
ligand), Fas Ligand, VEGF, CD30 Ligand, CD27 Ligand, BAFF (B cell activating factor 
belonging to the TNF family), THANK (TNF homologue that activate apoptosis NFκ-B 
and C-jun Kinase), BLyS (B lymphocyte stimulator), zTNF4 et TALL-2. Le TNF-β forme 
une famille de TNF nommée la famille des lymphotoxines (LTα) : LTα3, LTα1β2, LTα2β1 
(74). 
Le TNF possède deux types de récepteurs, le récepteur de TNF de type I TNFRI (p55 ou 
CD120a) et le récepteur de type II TNFRII (p75 ou CD120b); ce sont des récepteurs 
glycoprotéiques transmembranaires (76) contenant des domaines CRD dans la partie 
extracellulaire. Les autres membres de la famille de TNF possèdent aussi des récepteurs qui 
sont reconnues tels que le Fas-R, BAFF-R, EDA-R (75), DR4/TRAIL-R1, DR5/TRAIL-R2 
(77). 
Le tmTNF et la forme soluble du TNF (sTNF)  peuvent se lier à ces deux types de 
récepteur. Le sTNF possède plus d’affinité pour le récepteur TNFRI. Certains récepteurs de 
TNF possèdent dans leur partie intracellulaire un domaine appelé DD (Death domain) qui 
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recrute plusieurs protéines dont certaines initient la voie de signalisation et l’induction de 
l’apoptose et certaines autres induisent l’activation et la survie cellulaire. Une de ces 
protéine est la protéine adaptrice TRAF, qui lors de son recrutement au récepteur TNFRI va 
activer les facteurs de transcription NF-κB et AP-1 et induire alors les voies anti-
apoptotiques (78). Alors que d’autres protéines comme les protéines adaptrices FADD (Fas 
Associated protein with Death Domain), le RIP (receptor-interacting protein) (79), et la 
pro-caspase-8 vont former un complexe appelé DISC (death-inducing signaling complex) et 
se recruter au récepteur avec une autre protéine adaptrice TRADD (TNF receptor-
associated DD) pour déclencher la voie apoptotique (80), ceci est fait par des interactions 
au niveau d’un domaine appelé DED (death effector domain) qui se trouve au niveau de ces 
protéines adaptrices. (81) 
Le TNF possède plusieurs rôles importants dans la régulation de la réponse immunitaire, 
son action rentre dans la production des cytokines, le développement des lymphocytes B et 
T et leur activation (82). Le TNF est aussi un facteur principal dans la médiation de la 
cytotoxicité (83) et l’apoptose des cellules (84) (78). En plus, plusieurs maladies montrent 
une activité importante de TNF, ce qui mène à la progression de ces maladies ainsi que  la 
maladie de Crohn’s, RA (dégradation de l’ECM et ostéoclastogenèse) (73) (76), le cancer 
(78) (85), et les troubles des maladies hématologiques (81).  
 
8.3 IL-1 et TNF-α dans la pathogenèse d’OA 
 
L’IL-1β et le TNF-α sont deux promoteurs essentiels de la pathogenèse d’OA. Ils possèdent 
beaucoup d’effets destructifs (86). Leur action se fait d’une façon autocrine, paracrine, ou 
bien par contact direct des cellules (87). Lors de l’OA, l’IL-1β et le TNF-α augmentent le 
catabolisme du cartilage et cela en stimulant la production des enzymes protéolytiques par 
les chondrocytes (Fig.7). Ces enzymes (MMPs, ADAMTS) stimulent  alors la destruction 
du cartilage par la dégradation des composants de l’ECM, principalement l’agrécane et le 
collagène type II (88) (89). Plusieurs études ont montré l’augmentation du taux de TNF-α et 
l’IL-β dans le liquide synovial, la membrane synoviale, et le cartilage OA (90) (91) (92). 
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Ainsi, il est trouvé que chez des patients OA, l’IL-1RI était fortement exprimé dans les 
chondrocytes et les cellules synoviales (93). Alors qu’il y avait une diminution de la 
production de l’antagoniste (IL-1Ra) (94) qui bloque l’action de l’IL-1β, à cause de 
l’augmentation de la production de l’oxyde nitrique dans les tissues OA (60).  
En plus, l’IL-1β stimule la production d’autres cytokines principalement le TNF-α et l’IL-8 
ce qui va entraîner l’initiation et la progression de l’inflammation. Ceci est vu par la 
présence d’un grand nombre des cellules T dans les tissues synoviales (95). D’autres part, 
IL-1β et TNF-α inhibent la production des composants du cartilage (les agrécanes, les 
collagènes, et autres). Cela apparaît par la présence d’une concentration élevée des 
fragments de GAGs dans le liquide synovial des patients OA (96). Ainsi, l’IL-1β peut 
inhiber l’expression de l’enzyme β-1,3-glucuronyltransférase I (GlcAT-I) responsable de la 
synthèse des GAGs qui lient les agrécanes (97). 
En plus, par l’action de l’IL-1β et TNF-α, plusieurs facteurs inflammatoires apparaissent 
lors de l’OA comme l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), le cyclooxygénase 2 
(COX-2), la prostaglandine E synthase microsomale (mPGE) et le phospholipase A2 
(sPLA2); ces facteurs peuvent contribuer à des changements au niveau des chondrocytes, 
ainsi que d’autres produits tels que l’oxyde nitrique (NO) et la prostaglandine E2 (PGE2) 
(94) (98). Ces produits induisent la dégradation du cartilage et la production des enzymes 
protéolytiques (26), et l’apoptose des chondrocytes (99). Ainsi, l’IL-1β et le TNF-α activent 
la voie apoptotique des chondrocytes par la production des PGE2 et l’activation des 
caspases (caspase-3, caspase-8) (100). Ces cytokines mènent alors à  l’activation du 
mécanisme d’autophagie qui conduit à l’apoptose des chondrocytes d’une façon 
indépendante des caspases. Cela est fait par l’action des protéinases lysosomiales 
(cathepsines B et D) qui dégradent les matériaux de la cellule (101). Ces protéinases 
augmentent ainsi les corps apoptotiques contenants des phosphatases alcalines et des 
pyrophosphohydrolases nucleoside triphosphates (NTP) qui causent la précipitation du 
calcium.  La calcification du cartilage commence alors à se progresser (102). 
Certains facteurs comme l’IL-17 et l’IL-18 augmentent l’expression de l’IL-1β contribuant 
ainsi à la progression de la pathogenèse d’OA. Ils augmentent encore d’autres facteurs tels 
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que l’IL-6, la stromelysine (MMP-3), l’iNOS et le COX-2 dans les chondrocytes du 
cartilage humain. Une autre voie de signalisation induit encore l’OA par la stimulation de 
l’IL-1β et des enzymes protéolytiques (MMPs et ADAMTS); c’est la voie de Wnt-β-
caténine (103) (104). 
 
8.4 Thérapies 
 
Plusieurs études ont concentré sur le traitement de l’OA par le blocage des IL-1β et TNF-α. 
L’IL-Ra et le récepteur IL-1RII peuvent bloquer le signal induit par l’IL-1β, puisque l’IL-
Ra est un antagoniste du récepteur type I de l’IL-1β comme c’est déjà mentionné, et 
puisque le récepteur IL-1RII ne possède pas le domaine TIR nécessaire pour la 
signalisation et possède  plus d’affinité pour l’IL-1β. Ce qui va entraîner des effets anti-
inflammatoires (105). Le récepteur SIGIRR (Single Ig IL-1-related receptor) est un 
récepteur de l’IL-1 qui bloque le TIR et inhibe donc l’initiation du signal (106). Des anti-
TNFs sont encore utilisés pour bloquer la signalisation par le TNF-α. Des nouvelles 
thérapies s’appuient sur l’inhibition de certains facteurs induisant l’apoptose comme 
l’iNOS, les caspases, et l’inhibition des voies de signalisation telles que la voie de NF-κB, 
et la voie des MAPKs. Des thérapies s’appuient encore sur l’inhibition des enzymes 
convertases ICE et TACE qui clivent les pro-IL-1β et pro-TNF-α respectivement en IL-1β 
et TNF-α actives (107). Alors que d’autres se reposent sur l’inhibition des enzymes 
métalloprotéinases (MMPs, ADAMTS) par l’utilisation des inhibiteurs TIMPs. Ce qui va 
entraîner la diminution de l’activité de ces enzymes. D’où la prévention de la destruction 
des cartilages articulaires (59). 
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Figure 7: Régulation du métabolisme cartilagineux par les cytokines et les facteurs de 
croissance au cours de la pathologie dégénérative du cartilage (20). 
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9. Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK) 
 
Les MAPKs constituent plusieurs voies de signalisation qui peuvent être initiées en réponse 
aux différents stimuli extracellulaires comme le stress, les facteurs de croissance (108), et 
les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNF-α) (109). La MAPK peut être activée au 
niveau des chondrocytes par des fragments de fibronectine (110, 111, 112), des intégrines 
(110), l’IL-17 (113), le ROS (114), le PGE2 (115), le VEGF (116), et l’ATP extracellulaire 
(adenosine-5'-triphosphate) (117). Elle fait partie de la famille des sérines/thréonines 
kinases (118). La MAPK comporte trois groupes principales : la cascade des ERKs 
(extracellular regulated protein kinase), la cascade des SAPK/ JNK (stress-activated protein 
kinase/c-Jun amino-terminal kinase), et la cascade des p38 kinases (108). Ainsi, un autre 
groupe est récemment trouvé dans la famille des MAPKs. Ce groupe est présenté par la 
protéine ERK5 MAPK, cette protéine joue un rôle dans la prolifération et la survie 
cellulaire (135). 
 Cette voie consiste en plusieurs phosphorylations des protéines (108). Cela mène après à la 
phosphorylation de certains facteurs de transcription comme NF-κB, SMAD, STAT (Signal 
Transducers and Activators of Transcription protein), NFAT (Nuclear factor of activated T-
cells), et Wnt. Ces facteurs seront activés, d’où certains gènes cibles seront exprimés pour 
avoir une réponse biologique  (119). L’activation de la MAPK se fait par deux étapes et 
comporte trois modules de protéines: la MAPK kinase kinase (MAP3K), la MAPK kinase 
(MAP2K), et la MAPK (120). La première étape consiste en une phosphorylation d’une 
kinase qui possède une double spécificité appelée la MAP2K (ou la MAP/ERK kinase 
(MEK) ou MKK), par la MAP3K. La deuxième étape se fait par la phosphorylation de la 
MAPK par les MKKs d’où la MAPK sera active (121). Cette phosphorylation se fait par 
l’addition d’un groupe phosphate sur le résidu Ser ou Thr (108, 121). Il y a 12 MAPKs, 7 
MKKS, et 14 MKK kinases qui ont été identifiées (123, 124, 125). Les MAPKs possèdent 
des motifs conservés ayants la séquence Thr-X-Tyrosine (Tyr) d’où le X donne la 
spécificité de chaque famille appartenant aux MAPKs : l’acide aminé X chez l’ERK est 
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l’acide glutamique d’où la séquence sera Thr-Glu-Tyr. Chez le p38 MAPK, l’acide aminé 
X est une glycine d’où la séquence sera Thr-Gly-Tyr. Et finalement chez le JNK, l’acide 
aminé X est une proline (Pro) d’où la séquence devient Thr-Pro-Tyr. (121) 
 Les MAPKs régulent plusieurs activités cellulaires ainsi que le développement, la 
différenciation et la prolifération cellulaire et l’apoptose (126, 127, 128). Ainsi que dans le 
cartilage, ces MAPKs jouent plusieurs rôles dans le développement, l’activation, la 
prolifération et l’apoptose des chondrocytes (129). Les MAPKs sont impliquées dans 
plusieurs maladies rhumatismales. Elles jouent un rôle important dans la maladie auto-
immune (RA) par la régulation de la production des cytokines pro-inflammatoires menant 
ainsi à la destruction du cartilage et la progression de l’inflammation (130). Ainsi que lors 
d’une OA, les MAPKs jouent un rôle dans la dégradation du cartilage par la production des 
ADAMTS et des MMPs (122) (131) (Fig.8). 
 
9.1 ERK (extracellular signal-regulated protein kinase) 
 
L’ERK est l’une des voies de signalisation appartenant au MAPK. Elle possède plusieurs 
isoformes (ERK 1, 2, 3, 4, 5, 7). L’ERK1 et l’ERK2 sont les plus exprimées, elles sont 
connues sous le nom p44/p42 MAPK. La voie de p44/p42 MAPK peut être activée par des 
facteurs de croissance, des cytokines, des infections virales, et des agents carcinogènes. 
Cette voie dépend de plusieurs protéines qui entrent dans l’activation de l’ERK1/2, ainsi 
que les protéines Raf (c-Raf1, B-Raf, A-Raf) qui sont activées par le proto-oncogène Ras. 
La cascade commence par la petite protéine G (GTP-binding) Ras qui assure la liaison entre 
les réceptrices membranaires tyrosines kinase et les différents composants de cette cascade. 
Ras entraîne l’activation de Raf et sa translocation de la membrane vers le cytoplasme, Raf 
alors va activer MEK1/2 (MKK1 et MKK2)  qui par la suite active L’ERK1/ 2 (124). 
ERK1/2 activent plusieurs facteurs de transcription tels que le facteur de transcription c-
Myc (myelocytomatosis) (132), Elk-1 (E Twenty-six-like transcription factor 1) et la 
famille de l’AP-1 qui contiennent les facteurs c-Jun, c-Fos, (121), l’ATF-2 (activating 
transcription factor 2) (133) et des substrats autres que les facteurs de transcription comme 
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le cPLA2 (134). Certains de ces facteurs de transcription peuvent réguler plusieurs gènes 
impliqués dans l’inflammation, la production des enzymes protéolytiques, et la régulation 
de la prolifération des cellules lors de la maladie OA (132). Des études ont montré que des 
perturbations au niveau de cette voie (au niveau des protéines Raf) entraînent la mort chez 
les souris; alors qu’une déficience en ERK1 chez des souris entraîne une réduction de 
l’expression des récepteurs des cellules T (α et β), d’où le rôle de l’ERK dans l’activation 
des cellules T, et donc dans l’inflammation (121). En plus, l’ERK joue un rôle dans les 
cancers. Des mutations qui convertissent la Ras en un oncogène active entraînent la 
prolifération des tumeurs. Encore, les ERKs ont des rôles dans le système nerveux central, 
et la mémoire (124), ainsi que dans le développement et l’hypertrophie cardiaque (135). Au 
niveau du cartilage, la p44/42 MAPK induit l’expression du collagène type II (124) (136). 
La p44/42 MAPK induit encore l’expression des mPGEs dans les chondrocytes OA (137). 
Ainsi, une étude a montré que l’inhibition de l’ERK par un inhibiteur spécifique 
(PD198306) entraîne la réduction de la destruction du cartilage, la diminution de la largeur 
des ostéophytes, et une diminution de l’inflammation synoviale dans un modèle 
expérimental de l’OA développé chez le lapin (138).  
 
9.2 P38 MAPK 
 
La protéine p38 MAPK est un « sensor » du stress cellulaire. Elle est formée de quatre 
isoformes : p38 MAPK-α (139), -β (140), -γ (141), et –δ (142) qui possèdent 60% 
d’homologie (143). Dans les cellules inflammatoires, la forme p38α est la plus exprimée 
(121). La p38 MAPK a été identifiée pour la première fois comme une kinase activée en 
réponse aux lipopolysaccharides (LPS) bactériennes (144). Les p38 MAPKs sont activées 
par plusieurs stimuli extracellulaires telles que les cytokines (IL-1, IL-2, IL-7, IL-17, IL-18, 
TGF-β et TNF-α), et quelques pathogènes ou leurs produits (LPS, Staphylococcal 
peptidoglycan, Staphylococcal enterotoxine B, echovirus 1, et Herpes simplex virus 1) 
(143). L’IL-1, le TNF-α (145), et les LPS (139) sont les stimuli inflammatoires majeurs 
induisant les p38 MAPKs. Ainsi, elles sont activées dans les cellules immunitaires par les 
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cytokines pro-inflammatoires d’où l’importance de leur rôle dans la réponse inflammatoire. 
Les hormones, les ligands des récepteurs à protéine G, (124) et les stress comme des chocs 
osmotiques dans différents cellules (fibroblastes, cellules épithéliales et endothéliales) 
(146), des chocs thermiques (les protéines de choc thermiques HSP), l’ultraviolet, et des 
états hypoxiques (143) activent aussi la p38 MAPK, ainsi que des facteurs de croissance 
comme GM-CSF, l’érythropoïétine (147), FGF et l’IL-3 déclenchent encore l’activation du 
p38 MAPK dans certaines cellules (148). La p38 MAPK est activée par MEK3, 4, et 6 
(149), ce qui mène à l’activation de certains facteurs de transcription tels que l’ATF-2, le 
MEF2 (Myocyte enhancer factor), le NF-κB (150), l’ATF-1, l’Elk-1, le SRF (serum 
response factor), le CHOP 10 ou GADD 153 (growth arrest and DNA damage inducible 
gene 153) (148) (151, 152, 153, 154, 155, 156)  Le SB203580 est un inhibiteur de p38 (α et 
β) (150) qui diminue l’activation de NF-κB (157)(158). 
Comme beaucoup d’autres voies de signalisation, les p38 MAPKs sont inclues dans la 
croissance et la différenciation cellulaire, l’inflammation, et l’apoptose. La P38 MAPK joue 
des rôles dans des différentes maladies telles que l’asthme, l’auto-immunité (137), les 
réponses immunitaires par l’activation des leucocytes (159) et des neutrophiles (160) (161), 
et l’hypertrophie cardiaque (162). Dans les tissues OA, la phosphorylation de la p38 MAPK 
est plus élevée que dans des tissues normaux (163). Les deux voies ERK et p38 inhibent 
l’expression des agrécanes dans le cartilage OA (164). Une étude a montré l’activation de 
la p38 MAPK au niveau d’un ménisque rompu (165). Une autre étude a montré que 
l’activation de la p38 MAPK est nécessaire pour la production des MMPs dans les 
fibroblastes synoviales OA (166). 
 
9.3 C-jun N terminal kinase (JNK) 
 
La protéine JNK est connue comme une protéine activatrice du stress cellulaire (167). Elle 
a été la première protéine kinase identifiée dans la phosphorylation du facteur de 
transcription c-Jun par l’activation de son domaine amino-terminal (au niveau Ser 63 et Ser 
73) dans des cellules exposées à des radiations UV (168). JNK possède trois isoformes : 
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JNK1, JNK2, et JNK3 (169). Un autre groupe kinase induisant fortement le stress a été 
identifié sous le nom de SAPK 1α, β, γ (167). Pour cela ils ont proposé que ces deux 
groupes de kinases sont les mêmes d’où leur nom JNK/SAPKs (170). La protéine JNK est 
activée par MKK7 et MKK4  qui sont ainsi activées par le groupe MEKK (MEKK 1-4) 
(171). Alors, JNK active par son tour plusieurs facteurs de transcription tels que les facteurs 
appartenant à l’AP-1, essentiellement le c-Jun (172, 173) et l’ATF-2 (174), ainsi que 
d’autres facteurs comme l’Elk-1, et le Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (175) (176) (177). La 
voie de JNK est inclue dans la régulation de la prolifération cellulaire (121) et l’apoptose 
(178), la migration cellulaire, la régulation des gènes, la régulation du signal de l’insuline, 
et les fonctions neuronales (179). JNK joue des rôles importants dans le cancer (137), le 
RA (180), la réponse immunitaire (121), dans la différenciation des cellules T helper (181), 
dans l’accident vasculaire cérébral, l’inflammation (121), et les maladies cardiaques (135). 
Dans la pathologie d’OA, la protéine JNK est activée par plusieurs stimuli tels que les 
cytokines pro-inflammatoires (IL-1 et TNF-α) (129), et les fragments de fibronectines 
(112). JNK active l’expression de COX-2 (182, 183) et la MMP-13 (184) dans les 
chondrocytes. JNK est plus activée dans des tissues OA d’un chien que dans les tissues 
normaux (185). SP600125 inhibe l’expression des JNK 1, 2, et 3 (180). 
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Figure 8: Le résultat de la phosphorylation des différents isoformes des MAP-Kinase est 
l’activation des trois principales familles : ERK, JNK, et p38 MAP kinase qui activent 
différents facteurs de transcription (121). 
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10. La protéine AKT 
 
L’AKT est une protéine kinase sérine/thréonine appelé aussi PKB (protein kinase B) (186). 
Elle régule la survie cellulaire. Elle est stimulée par les facteurs de croissance, les 
cytokines, l’oncogène Ras, (187, 188,189) et les fragments de fibronectine (190). AKT 
possède trois formes: AKT1/PKBα, AKT2/PKBβ, et AKT3/PKBγ (191), ces formes-là 
possèdent des domaines ayants la même structure  tels que : le domaine N-terminal 
plekstrin homology, un domaine de liaison, un domaine kinase central, et un domaine C-
terminal (192). L’AKT est activée par la voie de PI3K (193). Cette activation se fait par la 
phosphorylation des deux résidus au niveau du domaine kinase et du domaine C-terminal, 
respectivement : la Thr (au niveau 308) phosphorylée par la phosphatidylinositol-dependent 
kinase 1 (PDK1) et la Ser (au niveau 473) phosphorylée par le mTORC2 (mammalian 
target of rapamycin complex-2). L’activation de l’AKT mène à la phosphorylation de 
plusieurs protéines, (194, 195) ainsi l’AKT est l’un des voies stimulant le facteur NF-κB 
(196) qui joue un rôle important dans la destruction du cartilage et l’inflammation (197). En 
plus, l’AKT régule aussi plusieurs autres facteurs de transcription tels que l’E2F (198), le 
CREB (cAMP response element-binding) (199), et le Daf-16 (membre de la famille des 
FOXO) (200). La voie de PI3K/AKT est une voie importante dans la régulation de 
l’immunité et de l’inflammation, ainsi que dans le cancer où les différentes formes d’AKT 
régulent plusieurs processus cellulaire et cela en induisant la tumeur dans les différents 
stades (194). 
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11. La protéine P70 S6 Kinase 
 
La p70 S6 est une protéine kinase ribosomale de 70 kDa (202). Elle comporte deux 
membres : la p70 S6K1 (203) et la p70 S6K2 (204). Ce sont deux sérine/thréonine kinases 
ayants une homologie très élevée au niveau des acides aminés, ainsi qu’au niveau du 
domaine C-terminal (205). Quelques différences dans les régions N-terminal et C-terminal 
donnent d’importance dans la régulation de ces deux kinases (206). p70 S6K est activée en 
réponse aux facteurs de croissance, cytokines, et des nutriments. L’activation de S6K se fait 
par la phosphorylation des résidus sérine/thréonine dans la région C-terminale ce qui mène 
à la phosphorylation d’un site appelé ‘activation Loop’ ou T-Loop (T229 dans le p70S6K1, 
et T228 dans le p70S6K2) par le PDK-1 (207, 208). Ainsi l’action de la p70 S6K est inclue 
dans différents processus cellulaires tels que : l’initiation de la traduction et l’élongation au 
cours de la synthèse des protéines (209) (210), la prolifération cellulaire (211), la 
transcription (212), et la croissance cellulaire (213). Le P70 S6K joue des rôles importants 
dans différentes pathologies ainsi que dans le diabète, l’obésité (214), et le cancer (215). 
Des études ont montré que la Rapamycine inhibe l’activation de la voie de p70 S6K (216). 
 
12. La Rapamycine 
 
La Rapamycine (ou sirolimus) est un agent immunosuppresseur et un ancien médicament 
qui possède des propriétés antifongiques (217) et anti-tumeurs (218). Son nom 
(Rapamycine) provient lors de l’isolation d’un échantillon du sol provenant du nui de Rapa 
(219). Ce produit est connu lors de la transplantation par son action de prévention du rejet 
de la greffe et cela par la suppression du système immunitaire (220). Son mécanisme 
d’action consiste en l’arrêt cellulaire dans plusieurs types de cellules cancéreuses tels que 
les neuroblastomes, les glioblastomes, (221, 222), l’ostéoscarcoma (223), le cancer 
pancréatique (224), le cancer de la prostate et du sein (25), (225), la leucémie et les cellules 
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B lymphoma (226,227). La Rapamycine est un inhibiteur de la voie de signalisation mTOR 
(mamalian target of Rapamycin) qui est inclue dans la croissance et la prolifération 
cellulaire, l’angiogenèse et le métabolisme. Ainsi, cette inhibition cause la diminution de la 
synthèse protéique, ainsi que le blocage de la prolifération et la différenciation des cellules 
T (228, 229). La p70 S6K est une autre voie de signalisation affectée par l’action de la 
Rapamycine. L’inhibition de cette voie entraîne le blocage de la traduction des protéines et 
l’élongation d’où  l’inhibition de la synthèse protéique. Plusieurs maladies peuvent avoir la 
Rapamycine comme traitement telles que les maladies auto-immunes, l’allergie, et les 
maladies inflammatoires (228).  
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13. Hypothèse de la recherche 
 
13.1 Objectif de la recherche 
 
Les ADAMTS présentent une famille de protéases qui jouent un rôle très important dans la 
dégradation du cartilage articulaire lors de la pathologie d’OA, et ceci par la dégradation 
des PGs (agrécanes) et du collagène type II qui constituent les constituants principaux du 
cartilage. Le but de cette recherche est d’étudier l’action d’un agent immunosuppresseur 
(Rapamycine) sur l’expression du gène ADAMTS-4 qui est induit par les cytokines pro-
inflammatoires IL-1β et TNF-α dans les chondrocytes humains. 
 
13.2 Hypothèse 
 
La structure de l’ECM comporte plusieurs composants qui servent à maintenir la rigidité du 
cartilage articulaire, et qui lui confèrent aussi une protection contre plusieurs facteurs de 
risque intérieurs ou extérieurs. Lors de l’OA, plusieurs altérations touchent le cartilage 
articulaire menant ainsi à la progression de cette maladie et à la destruction de ce cartilage. 
Plusieurs études ont montré comment ce mécanisme ostéoarthritique se progresse, et cela 
en étudiant les différents voies et les différents facteurs qui amène à la dégradation des 
composants principaux de l’ECM (les collagènes, les PGs, les agrécanes). Il est déjà 
démontré que les cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNF-α sont des facteurs très 
important dans la progression de l’OA, et que ces deux cytokines induisent plusieurs voies 
de signalisation. À ce temps, les études de plusieurs inhibiteurs, qui peuvent bloquer ces 
voies entraînantes l’inflammation et l’augmentation de la synthèse des enzymes 
protéolytiques, sont augmentées. Notre hypothèse est de démontrer le mécanisme d’action 
d’un agent pharmacologique inhibiteur au niveau des chondrocytes articulaires et d’étudier 
son intervention sur les différentes voies cataboliques. On a montré que la Rapamycine peut 
inhiber l’expression de l’ADAMTS-4 induit par l’IL-1β et le TNF-α et cela par le blocage 
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de certaines voies de signalisation ainsi que la voie des MAPKs, la voie de p70 S6K, et la 
voie de l’AKT.  
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Chapitre II : 
 
Matériaux et Méthodes 
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1. Culture cellulaire 
 
Des cellules chondrocytes NHAC (normal human articular chondrocytes) du passage 4 
(Cambrex, Walkersville, MD) conservées dans l’azote liquide et prélevées du cartilage du 
genou d’un homme de 50 ans ont été cultivées dans des milieux de culture en 
monocouches, à haute densité, et à court terme. Plusieurs passages ont été faits pour obtenir 
des cellules de passage 5 et 6. Ces milieux de culture DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium) sont complétés avec 10% du sérum fœtal du bovin (FBS), 1% de la pénicilline 
streptomycine (PS), et 0.2% du Fungizone (F). Les cellules ont été distribuées dans des 
plaques de culture cellulaire stériles contenants 6 puits, et ont été cultivées jusqu’à qu’elles 
seront confluentes. Après, ces milieux ont été enlevés et remplacés par du milieu DMEM 
contenant 2.5% du FBS, 1% de la PS et 0.2% du F pendant 24 h. Les cellules ont été 
traitées avec de la Rapamycine (10, 20, 40 µM) pendant 30 min, puis stimulées avec l’IL-
1β et le TNF-α (R&D systems) en présence de la rapamycine ou non; les extractions sont 
faites après 24 h. Les effets de la Rapamycine sur l’expression de l’ARNm d’ADAMTS-4 
ont été étudiés par RT-PCR, l’activité enzymatique a été mesurée par la technique 
d’ELISA, ainsi que des diverses voies de signalisation ont été étudiées par le Western blot. 
La Rampamycine était diluée dans le méthanol ainsi que tous les contrôles ont été traités 
par le méthanol (61). 
 
 
2. Extraction des ARN totaux et analyse RT-PCR 
 
2.1 Extraction des ARN totaux 
Les chondrocytes traités avec la Rapamycine et stimulés avec l’IL-1β (10 ng/mL) et le 
TNF-α (20 ng/mL) ont été utilisés pour l’extraction. Les milieux de culture (2.5% FBS) ont 
été enlevés et conservés à part dans le congélateur pour être utiliser après pour la mesure de 
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l’activité enzymatique par ELISA. Les cellules ont été traitées pendant 5 min, par la 
solution D contenant du Guanidinium Thiocyanate (4.0 M), Citrate de Sodium (25mM), de 
la Sarcosyle (0.5%), et de la mercaptoéthanol (0.1M), complétée avec de l’eau stérile 
dépourvue de la  RNAse. Les cellules ont été grattées et transférées dans des tubes (1.5 mL) 
contenant de l’acétate de sodium et du chloroforme. La solution eau-phénol saturé a été 
ajoutée à ces tubes. Puis le mélange a été agité et laissé dans la glace pour 10 min, puis 
centrifugé pendant 20 min à 4 degré C et à la vitesse 14,000 rpm. Après, les surnageants ont 
été pris de chaque tube et mis dans d’autres tubes contenants de l’isopropanol, agités et 
gardés à -20 degré C jusqu’à lendemain. Les tubes ont été centrifugés à 14,000 rpm pendant 
20 minutes à 4 degré C puis décantés par inversion. De la même façon, les ARNs totaux ont 
subi une deuxième précipitation par l’isopropanol et la solution D, gardées jusqu’au 
lendemain, centrifugées après et décantées par inversion. L’éthanol (70%) a été ajouté aux 
ARNs totaux, puis les tubes ont été centrifugés et décantés par inversion et gardés sous la 
hotte à la température de la pièce pendant une heure pour se sécher (62). 
 
2.2 Mesure de la concentration des ARNs 
20 µL de l’eau traitée au DEPC (Diéthylpyrocarbonate) ont été ajoutés aux tubes séchés. 
Ces tubes ont été alors vortexés et centrifugés brièvement et chauffés à 68 degré pendant 5 
minutes trois fois, puis centrifugés à 14,000 rpm pendant 3 minutes à 4 degré C. 
5 µL de chaque tube est pris et ajouté dans 495 µL d’eau autoclavée et les densités optiques 
(D.O) sont mesurées à 260 nm par la spectrophotométrie BECKMAN DU-600, et les 
concentrations sont obtenues en µg/mL. Pour un volume final de 12.5 µL, 2 µg d’ARN 
total de chaque tube ont été mélangés avec de l’eau autoclavée, et les mélanges sont gardés 
dans des tubes (0.5 mL) dans la glace pour faire  le RT-PCR. 
 
2.3 RT-PCR semi-quantitatif (Reverse Transcriptase-polymerase Chain Reaction) 
Les ARNs déjà isolées sont incubés à 80 degré C pendant 5 minutes pour dénaturer les 
ARNs puis placés immédiatement dans la glace. Le mélange du reverse transcriptase (RT-
Mix) est ajouté aux tubes dans la glace, puis ces tubes sont incubés à 42 degré pendant 1 h 
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10 min. le RT-Mix est déjà préparé, il contient: MMLV-RT (200U/µL) (invitrogen), 
RNasin (400U/µL) (pharmacia), 5X MMLV-RT Buffer, Oligo d(T) 12-18mer (0.5mg/m/c), 
BSA acétylé (1mg/mL)(promega), dNTP mix (10 mM chacun), et DTT. 5 µL de chaque 
tube est mis dans un petit tube de PCR. 45µL du mélange de réactifs (PCR-Mix) est ajouté 
à chaque tube pour effectuer le PCR, ce mélange contient : du dNTPs mix (1.25 mM 
chacun), de l’ampli-Taq DNA polymérase (5 U/µL), du DTT, Mg Cl2, de l’eau stérile, et 
les amorces spécifiques des gènes étudiés. Ces tubes sont alors placés dans la machine de 
PCR ‘DNA cycler’ (Techne, Princeton, NJ). L’amplification est fait comme suit : un cycle 
à 94 degré pendant 1 min; 35 cycles à 94 degré C pour 1 min, une hybridation à 60 degré C 
pour 2 min, et une extension pour 3 min à 72 degré C, suivie par un cycle d’extension pour 
7 min à 72 degré C (62). 
 
2.4 Électrophorèse sur gel d’agarose 
Après que la réaction de PCR est finie, des aliquotes de 16 µL de chaque tube sont 
mélangées avec le colorant de l’ADN formé du bleu de bromophénol (1%), du xylène 
cyarole (1%), du glycérol (80%) et de l’eau. Le gel d’agarose est préparé à 1.4% contenant 
du tampon TAE 50X (Tris acétate EDTA), et d’éthidium bromide. L’électrophorèse est 
accomplie à 120 Volt et ensuite l’ADAMTS-4 (692 bp), le glyceraldhéhyde phosphate 
déhydrogénase ‘GAPDH’ (226 bp), et TIMP-3 (570 bp) ont été détectés par exposition à 
l’ultra-violet en présence du 100 bp DNA Ladder (1µg/µL) (62). Des contrôles négatifs ont 
été utilisés durant le RT-PCR, et ces contrôles n’ont pas donnés aucune bande. Les amorces 
des gènes utilisés durant le PCR sont formées par les séquences suivantes présentées dans 
le tableau ci-dessous (le symbole F est pour l’amorce ‘Forward’ et le symbole R est pour 
l’amorce ‘Reverse’): 
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Nom Symbole Concentrat
ion 
Séquence F ou R 
Aggrecanase-1 ADAMTS-4 0.5 µg/µL 5’ACCACTTTGACACAGCCATTC3’ F 
Aggrecanase-1 ADAMTS-4 0.5 µg/µL 5’ACCCCCACAGGTCCGAGAGCA3’ R 
Glycèraldhéhyde 
phosphate 
déhydrogénase 
GAPDH 0.5 µg/µL 5’GAAGGTGAAGGTCGGAGTC3’ F 
Glycèraldhéhyde 
phosphate 
déhydrogénase 
GAPDH 0.5 µg/µL 5’GAAGATGGTGATGGGATTTC3’ R 
Tissue inhibitor 
of metallo-
proteinase 
TIMP-3 1 µg/µL 5’GCAGCAGCGGCAATGACC3’ F 
Tissue inhibitor 
of metallo-
proteinase 
TIMP-3 1 µg/µL 5’CCGGATGCAGGCGTAGTGTTT3’ R 
 
 
 
Tableau 1: Composition des différentes amorces d’ADAMTS-4, GAPDH, et TIMP-3. 
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3. Détermination de l’activité enzymatique de l’ADAMTS-4 par ELISA 
 
Les surnageants collectés des milieux de culture après traitement des chondrocytes par la 
Rapamycine et la stimulation avec l’IL-1β et le TNF-α sont utilisés pour mesurer l’activité 
de l’ADAMTS-4 par la technique d’ELISA selon le protocole du ‘sensitive Aggrecanase 
Activity ELISA’ (Cat # SEN-AGG.96, MD Biosciences Inc., St. Paul, MN). L’ADAMTS-4 
qui se trouve dans le surnageant clive le domaine inter-globulaire de l’agrécane relâchant 
ainsi le peptide S ayant la séquence N-terminale ARGSVIL qui est quantifiée pour avoir la 
courbe standard de l’ARGSVIL (239). Durant l’expérience, l’anticorps utilisé est un 
anticorps monoclonale anti-peroxidase, et la détection est faite  par la solution TMB (3, 
3’,5, 5’- tetramethylbenzidine) / hydrogène peroxyde après 30 min d’incubation à 
l’obscurité. L’absorbance est lue à 450 nm et la déviation standard (+ ou – SD) de trois 
différentes expériences est montrée par les barres dans le graphique fait par le programme 
GraphPad Prism (61). 
 
4. Détection des protéines par Western blot 
 
Des chondrocytes traités avec la Rapamycine puis stimulés par IL-1β et TNF-α ont été 
rincés après aspiration du milieu de culture par le PBS (pH 7.2) plusieurs fois, puis 
incubées pendant 20 à 30 min sur la glace avec le Lysis Buffer (Tris 62.5 mM (pH 7.5), 1% 
Triton X-100, 10% glycérol, inhibiteur de protéase, PMSF, DTT (0.1 M), Ortho-vanadate 
(100 µM)). Les cellules sont après grattées et les lysats sont transférés dans des tubes. Ces 
tubes sont après vortexés trois fois puis centrifugés pendant 5 à 10 min à 14,000 rpm. Les 
surnageants sont récoltés et les concentrations des protéines sont mesurées par la technique 
de Bio-Rad Protein Assay Kit. Les protéines (15 à 20 µg) sont mélangées ensuite avec SDS 
(2%) et mercaptoéthanol (10%), puis chauffées à 95 degré pendant 5 min. Les protéines 
sont ensuite séparées par SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
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electrophoresis) après qu’on a ajouté le colorant (bromophénole). Des gels de séparation de 
8, 10, 12% sont utilisés et le stacking gel est de 5%. L’éléctrophorèse se déroule en 
présence du tampon (1X) running buffer (Tris-Base 25 mM, Glycine192 mM, SDS 0.1%) 
et du protein Ladder (BenchMark) à 60 V pendant 30 min puis à 100 V pendant 2 à 3 h. Le 
transfert est fait pour une nuit sur une membrane de nitrocellulose 0.45 µm (Bio-Rad) en 
présence du tampon (1 X) transfer buffer (Tris-base 25 mM, Glycine 192 mM) à 30 V. Les 
membranes sont lavées avec du (1 X) TBS-Tween (Tris-buffered saline-Tween) (0.05%) 
pendant 10 min puis bloquées pendant 1 h avec 5% du lait sec dans (1X) TBS-Tween 
(0.05%). Après 1 h, les membranes sont lavées avec (1X) TBS-Tween (0.05%) trois fois 
puis incubées avec le premier anticorps dilué dans 2% du lait avec TBS-Tween à 4 degré 
pour une nuit. Les anticorps utilisés sont des anti-phospho-p44/42, anti-phospho-p38 
MAPK, anti-phospho-SAPK/JNK, anti-phospho-P70S6K, et anti-phospho-AKT; ainsi que 
anti-p44/42 totale, anti-p38 MAPK totale, anti-SAPK/JNK totale (Cell Signaling 
Technology), et le β-actine (Sigma-Aldrich). La dilution utilisée pour les anticorps 
primaires est 1 :1000. Les membranes sont après lavées trois fois avec le TBS-Tween puis 
incubées pendant 1 h avec des anticorps secondaires anti-Lapin HRP-conjugated, et anti-
Souris HRP conjugated (Promega) dilués dans 2% lait avec (1X) TBS-Tween (0.05%) pour 
une dilution de 1 :2500. Les membranes sont ensuite lavées trois fois et incubées avec le 
substrat ECL (BioVision) pendant 1 min pour développer les bandes qui sont visualisées 
sur le film par autoradiographie. Les membranes sont ensuite lavées avec le TBS-Tween et 
réutilisées pour la détection des protéines totales (61) (233). 
 
5. Analyse statistique 
 
Les bandes sont scannées à l’ordinateur puis mesurées par le programme NIH ‘ImageJ’. 
Les valeurs obtenues des phosphoprotéines sont normalisées avec celles des protéines 
totales ou celles des contrôles (GAPDH, β-actine); les valeurs obtenues sont en unité 
arbitraire. Une représentation graphique montre les valeurs moyennes de deux ou trois 
expériences; les différents paramètres statistiques ont été testés en utilisant le programme 
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«GraphPad InStat». Les valeurs moyennes sont calculées avec les erreurs standards (SE) 
pour chaque cas; la valeur P des expériences a été considérée significative si P<0.05. 
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Chapitre III: 
 
Résultats 
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1. Rapamycine inhibe l’expression de l’ARNm ADAMTS-4 induit par IL-
1β et TNF-α. 
 
Pour étudier l’impact de la Rapamycine sur l’expression de l’ADAMTS-4, des 
chondrocytes articulaires humains normaux (NHAC) mis en culture sont traités avec 
différentes doses de Rapamycine (10, 20, et 40 µM). 
Après, ces cellules sont stimulées par les deux cytokines qui induisent l’expression des 
protéases (ADAMTS et MMP), l’IL-1β et le TNF-α; cela en les mettant dans le milieu de 
culture toutes seules ou en présence de la Rapamycine. 
Les effets de la Rapamycine sur l’expression de l’ARNm de l’ADAMTS-4 sont observés 
par RT-PCR (Fig.9). L’IL-1β et le TNF-α seuls stimulent fortement l’expression de 
l’ARNm de l’ADAMTS-4. Le gel d’agarose dans la figure 9-A montre que la Rapamycine 
inhibe l’expression de l’ARNm de l’ADAMTS-4 induit par les cytokines pro-
inflammatoires IL-1β et TNF-α dans les chondrocytes. Cependant, il semble que la 
Rapamycine est plus efficace à inhiber l’expression de l’ARNm de l’ADAMTS-4 en 
présence du TNF-α, puisque le taux d’ARNm de l’ADAMT-4 a baissé plus fortement en 
présence du TNF-α qu’en présence de l’IL-1β. Une dose minimale de 10 µM de la 
Rapamycine était suffisante pour inhiber l’expression de l’ARNm de l’ADAMTS-4 sans 
que l’expression du contrôle GAPDH soit affectée. Des doses plus grandes de la 
Rapamycine (20 et 40 µM) inhibent plus fortement l’expression de l’ARNm de 
l’ADAMTS-4; de même comme c’est remarqué, cette inhibition a été plus forte en présence 
du TNF-α (Fig.9-B).  
Pour observer l’effet de la Rapamycine sur l’activité enzymatique de l’ADAMTS-4, le 
fragment ARGSVIL qui est relâché par le clivage de l’agrécane par l’aggrécanase-1 est 
mesuré par ELISA. Le graphique montre que le taux d’ARGSVIL est légèrement augmenté 
par IL-1β et non pas avec le TNF-α; cette légère augmentation a été diminuée en présence 
de la Rapamycine (Fig.9-C). 
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(C) 
                                        
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9: Inhibition de l’expression de l’ARNm de l’ADAMTS-4 induit par l’IL-1β et le 
TNF-α (A). Des chondrocytes normales (NHAC) sont traités avec différentes 
concentrations de la Rapamycine pour 30 minutes suivis par l’induction avec IL-1β et TNF-
α pendant 24 h. Le taux des ARNm de l’ADAMTS-4 mesuré par le RT-PCR est présenté. 
(B) Les densités des bandes des ARNm de l’ADAMTS-4 sont quantifiées en unité 
arbitraire et normalisées avec le GAPDH; le graphique présente les moyennes avec la SE, 
les valeurs moyennes sont issues de trois expériences, la valeur P est considérée 
significative (P<0.05), N=3; *P<0.05, **P<0.01. (C) L’activité enzymatique de 
l’ADAMTS-4 mesurée par ELISA est montrée par le graphique, le graphique montre les 
moyennes de deux expériences. 
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2. La Rapamycine inhibe partiellement la phosphorylation de la p44/42 
MAPK stimulée par le TNF-α. 
 
Pour étudier les effets de la Rapamycine sur les voies des MAPKs stimulées par les 
cytokines IL-1β et TNF-α, les chondrocytes humains (NHAC) sont traités avec la 
Rapamycine (20 µM) sans ou en présence de l’Il-1β et du TNF-α. La mesure des protéines 
phosphorylées a été accomplie par le Western blot. Les résultats montrent qu’en présence 
de l’IL-1β le taux du phospho-p44/42-MAPK a été augmenté d’où l’IL-1β stimule la 
phosphorylation du p44/42-MAPK; cependant, la Rapamycine n’a pas montré d’effet sur 
l’inhibition de cette phosphorylation. D’autre part, le TNF-α stimule aussi la 
phosphorylation du p44/42 MAPK;  cette phosphorylation a été réduite en présence de la 
Rapamycine. La voie du p44/42-MAPK stimulée par le TNF-α est alors partiellement 
bloquée par la Rapamycine (Fig.10-A). La Rapamycine diminue l’expression du p44/42-
MAPK induite par le TNF-α jusqu’à 48.1% (Fig.10-B). 
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Figure 10: La Rapamycine bloque partiellement l’expression du phospho-p44/42 MAPK 
stimulé par le TNF-α (A) Les chondrocytes NHAC sont exposés pour 30 minutes avec la 
Rapamycine, puis stimulées avec IL-1β et TNF-α pendant 24 h. le taux des protéines 
phospho-p44/42 mesuré par Western blot est présenté. (B) La présentation graphique 
montre la différence semi-quantitatif de deux expériences (+ ou – SE); la valeur P est 
considérée significative (P<0.05), n=2. *P<0.05. 
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3. La Rapamycine inhibe la phosphorylation des protéines p38 et JNK 
stimulées par IL-1β. 
 
La p38 MAPK et le SAPK/JNK constituent deux importantes voies stimulées par les 
cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNF-α. La mesure de l’activation de ces voies est 
faite par le Western blot. Les cellules NHAC sont stimulées avec l’IL-1β et le TNF-α et 
cela en présence de la Rapamycine ou en son absence. Selon la figure 11, l’IL-1β a active 
fortement la phosphorylation de la p38 MAPK dans les cellules NHAC; la Rapamycine 
montre un effet très fort sur cette voie, ainsi le taux du phospho-p38 MAPK stimulé par 
l’IL-1β a été fortement diminué en présence de la Rapamycine (20µM). Cependant, le 
TNF-α n’a pas présenté d’effet sur l’induction du phospho-p38 MAPK, puisque le niveau 
des protéines p38 MAPK phosphorylées n’a pas augmenté en présence du TNF-α par 
rapport à celui du contrôle. 
De même, la mesure des phospho-JNK par le Western blot dans les cellules NHAC a 
montré que l’IL-1β active aussi la phosphorylation de la protéine JNK; la Rapamycine a 
diminuée cette phosphorylation comme c’est observé. Pourtant, le TNF-α n’arrive pas aussi 
à induire la phosphorylation des protéines JNK, puisque le taux du phospho-JNK n’a pas 
augmenté en présence du TNF-α par rapport au contrôle; alors la Rapamycine ne présente 
pas d’effets dans cette voie en présence du TNF-α.  
Les totaux de ces protéines ne sont pas affectés par la Rapamycine. La Rapamycine 
diminue la phosphorylation de la p38-MAPK induite par l’IL-1β de 86.5%, alors qu’elle a 
diminué la phosphorylation de la SAPK/JNK induite par l’IL-1β de 25.5% (Fig.11-B). 
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Figure 11: La Rapamycine inhibe l’expression de la JNK MAPK et de la p38 MAPK par la 
Rapamycine (20 µM). (A) Des chondrocytes humaines sont traités par la Rapamycine pour 
30 min puis stimulées avec l’IL-1β et le TNF-α pendant 24 h. Les protéines sont mesurées 
par Western blot. (B) Une représentation graphique présente les moyennes de trois 
expériences pour la p38 et de deux expériences pour le JNK MAPK avec + ou – SE, la 
valeur P est considérée significative (P<0.05). *P<0.05 et **P<0.01. 
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4. La Rapamycine bloque la voie de l’AKT stimulée par l’IL-1β et la 
phosphorylation de la p70 S6K stimulée par l’IL-1β et le TNF-α 
 
L’AKT joue un rôle important dans la destruction du cartilage articulaire. Cette voie peut 
être une cible pour la Rapamycine durant l’OA, pour diminuer ainsi la progression de cette 
maladie. Pour étudier les effets de la Rapamycine sur l’activation du phospho-AKT, des 
chondrocytes humains NHAC stimulés par l’IL-1β et le TNF-α sont utilisés en présence ou 
en absence de la Rapamycine (20 µM); la mesure des phosphoprotéines est accomplie par 
le Western blot. Le taux du phospho-AKT a été augmenté en présence de l’IL-1β par 
rapport au contrôle. La figure 12-A montre que la Rapamycine (20 µM) bloque l’activation 
de l’AKT par l’IL-1β; ainsi, le taux de la protéine AKT phosphorylée par IL-1β est diminué 
en présence de la Rapamycine de 25% (Fig.12-B). Au contraire, le TNF-α n’a pas stimulé 
la phosphorylation de l’AKT; ainsi son niveau a été diminué par rapport au contrôle. La 
Rapamycine n’a pas présenté une inhibition de l’activation du phospho-AKT en présence 
du TNF-α.  
Il est déjà démontré que la protéine p70 S6 K est une cible qui peut être bloquée par la 
Rapamycine. Pour démontrer l’effet de cet immunosuppresseur sur la voie de p70 S6 K 
dans les chondrocytes articulaires, des cellules NHAC sont stimulées ainsi par IL-1β et 
TNF-α en présence ou en absence de la Rapamycine. On a vu par le Western blot que le 
niveau des phospho-p70 S6K a été augmenté en présence de l’IL-1β ou du TNF-α par 
rapport aux contrôles; en présence de la Rapamycine, le taux de ces phospho-p70 S6K a été 
diminué (Fig.12); la Rapamycine bloque alors les protéines p70 S6 K phosphorylées par les 
cytokines pro-inflammatoires (IL-1β et TNF-α). Ainsi l’expression du phospho-p70 S6K 
activée par l’IL-1β est diminuée par la Rapamycine de 71.3%, et celle du phospho-p70 S6K 
activée par le TNF-α est diminuée par la Rapamycine de 62.3% (Fig.12-B). 
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Figure 12: La Rapamycine bloque l’expression de l’AKT stimulée par l’IL-1β et de la p70 
S6K stimulée par les deux cytokines IL-1β et TNF-α. (A) Des chondrocytes humaines 
normales traitées avec la Rapamycine (20 µM) puis stimulées ou non avec IL-1β et TNF-α. 
Les phospho-AKT et p70 S6 Kinases sont mesurées par le Western blot. (B)  les moyennes 
(+ ou – SE) de trois expériences pour l’AKT et de deux expériences pour la p70 S6K sont 
montrées par le graphique. *P<0.05 et **P<0.01. 
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5. La Rapamycine augmente légèrement l’expression du TIMP-3. 
 
Il est déjà connu que les TIMPs sont des inhibiteurs des métalloprotéinases qui seront 
diminuées lors de la pathologie d’OA. De plus, TIMP-3 est un inhibiteur d’ADAMTS-4. 
Pour voir si la Rapamycine a des effets positifs sur l’expression des TIMP-3, des 
chondrocytes NHAC sont traitées avec différentes concentrations de Rapamycine (1, 5, 10, 
20 µM). L’expression du TIMP-3 est légèrement augmentée en présence de la Rapamycine. 
Ainsi à des concentrations de 10 µM et 20 µM de Rapamycine, l’expression de l’ARNm du 
TIMP-3 a été plus élevée (Fig.13-A). Le graphique montre cette légère augmentation du 
TIMP-3 en présence de la Rapamycine (Fig.13-B). Ainsi en comparant le taux de l’ARNm 
du TIMP-3 en présence de la Rapamycine, on observe que ce taux est augmenté par rapport 
à celui du contrôle à de différentes concentrations. Cependant, cette augmentation a été à 
peu près la même à des concentrations de 1 µM et de 5 µM de Rapamycine; de même, le 
taux de l’ARNm du TIMP-3 a augmenté à peu près de la même façon en présence des 
concentrations de 10 µM  et de 20 µM de Rapamycine (Fig.13-B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
64
(A) 
 
                  
                  
 
 
 
 
 
(B) 
  
  
                   
 
 
 
 
* 
* 
C
o
n
tr
ô
le
 
R
a
p
a
m
y
c
in
e
 2
0
 µ
M
 
R
a
p
a
m
y
c
in
e
 1
 µ
M
 
R
a
p
a
m
y
c
in
e
  
5
 µ
M
 
R
a
p
a
m
y
c
in
e
 1
0
 µ
M
 
TIMP-3 
GAPDH 
C
o
n
tr
ô
le
 
R
a
p
a
m
y
c
in
e
 1
 µ
M
 
R
a
p
a
m
y
c
in
e
 5
 µ
M
 
R
a
p
a
m
y
c
in
e
 1
0
 µ
M
 
R
a
p
a
m
y
c
in
e
 2
0
 µ
M
 
TIMP-3 
U
n
it
é 
ar
b
it
ra
ir
e 
  
 
65
 
 
 
Figure 13: (A) Analyse RT-PCR montrant l’expression de l’ARNm du TIMP-3 avec le 
GAPDH en présence de différentes doses de la Rapamycine. Le gel d’agarose montre que 
la Rapamycine augmente partiellement l’expression de l’ARNm du TIMP-3 dans les 
chondrocytes humaines NHAC. (B) Représentation graphique présentant les moyennes de 
deux expériences avec (+ ou – SE), la valeur P est considérée significative (P<0.05); n=2. 
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Chapitre IV: 
Discussion 
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Discussion 
 
L’OA est une maladie dégénérative du cartilage articulaire qui présente selon Santé Canada 
la troisième maladie chronique courante au Canada après l’allergie et les maladies 
cardiovasculaires; cela est dû selon eux au vieillissement de la population. Plusieurs 
facteurs mènent à la progression de la pathologie de l’OA. Dans ce temps, les recherches 
dans ce domaine sont très actives. Ceci est pour étudier les différents mécanismes de la 
pathogenèse de l’OA et pour trouver alors des thérapies qui mènent à l’arrêt de la 
progression de cette maladie. Nos résultats suggèrent que la Rapamycine pourrait servir une 
telle thérapie. 
Durant la pathologie de l’OA, les composantes de l’ECM subissent une dégradation par des 
enzymes protéolytiques (MMPs, ADAMTS). Le cartilage articulaire aura alors une perte de 
l’équilibre entre le catabolisme (dégradation des composantes de l’ECM) qui sera plus 
élevé que l’anabolisme (synthèse des composantes de l’ECM). Des importants facteurs 
conduisant au catabolisme du cartilage sont les cytokines pro-inflammatoires TNF-α et IL-
1β. Ces cytokines stimulent la dégradation de l’agrécane qui forme la majeure partie de 
l’ECM du cartilage articulaire, par l’ADAMTS-4. Ces enzymes protéolytiques constituent 
alors un important facteur dans la dégénérescence du cartilage articulaire chez les patients 
OA (14). 
La stimulation de l’expression del’ADAMTS-4 induit par l’IL-β et le TNF-α est déclenchée 
par une série de cascade de signalisation cellulaire au niveau des chondrocytes articulaires. 
Cette série comporte plusieurs voies de signalisation telles que les voies des MAPKs (131).  
Cependant, les thérapies étudiées visent à bloquer l’activation des voies de signalisation qui 
entrent dans la progression de l’OA. Les immunosuppresseurs ont des effets bénéfiques 
dans l’arthrose; il est déjà démontré que la cyclosporine A présente une protection contre la 
dégradation du cartilage in vitro et cela par l’inhibition de l’expression du gène 
d’ADAMTS (230). 
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La Rapamycine est un ancien immunosuppresseur utilisé pour empêcher le rejet de la greffe 
lors de la transplantation des organes. La Rapamycine est connue comme un inhibiteur de 
la mTOR qui est un médiateur du dommage structural des tissues des patients avec la RA. 
Une nouvelle étude a montré que la Rapamycine réduit l’OA expérimentale chez des souris 
par un mécanisme d’activation d’autophagie (231). Notre étude a examiné leseffets de la 
Rapamycine sur l’induction de l’ADAMTS-4 par les cytokines pro-inflammatoires (IL-1β 
et TNF-α). Ces deux cytokines jouent un rôle puissant dans le déclenchement du 
catabolisme du cartilage et dans la progression des maladies arthritiques par augmentation 
de l’inflammation et de la résorption osseuse, et par la destruction du cartilage articulaire 
(88) (89). En premier lieu, nous avons montré que la Rapamycine dès une concentration de 
10 µM inhibe l’expression de l’ARNm de l’ADAMTS-4 stimulée par IL-1β et TNF-α dans 
les chondrocytes articulaires (NHAC). Cette inhibition a été augmentée lorsque la 
concentration de la Rapamycine est plus élevée. Ceci est montré par la réduction du taux de 
l’ARNm de l’ADAMTS-4. Nous avons observé que la Rapamycine présente un effet plus 
grand dans l’inhibition de l’ADAMTS-4 stimulé par le TNF-α. Dans le cartilage OA, les 
enzymes cataboliques ADAMTS-4 coupent l’agrécane au niveau Glu373 – Ala374, d’où il 
y aura une augmentation des fragments ARGSVIL issues du clivage des agrécanes par les 
ADAMTS-4 (9, 11, 39). Nous avons vu que le taux de l’ARGSVIL a été légèrement 
diminué lors du traitement avec  la Rapamycine dans les chondrocytes normaux stimulés 
avec l’IL-1β; alors qu’on n’a pas vu d’effet pour la Rapamycine lorsque les chondrocytes 
sont stimulés avec le TNF-α. Le rôle de la Rapamycine dans l’inhibition de l’activité 
enzymatique de l’ADAMTS-4 n’est pas encore clair puisque l’IL-1β et le TNF-α n’ont pas 
induit d’une façon prévue l’activité de l’ADAMTS-4 dans les chondrocytes. Ainsi le taux 
de l’ARGSVIL n’a pas augmenté en présence du TNF-α, et il est légèrement augmenté en 
présence de l’IL-1β. 
Pour démontrer le mécanisme d’action de la Rapamycine, nous avons étudié les différentes 
voies de signalisation qui peuvent être son cible. La voie des MAPKs présente une 
importante voie très connue dans les maladies arthritiques. Il est déjà connu que ces 
protéines kinases sont activées dans la membrane synoviale et les fibroblastes synoviaux 
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lors de la RA; en plus, les cytokines pro-inflammatoires constituent des importants facteurs 
responsables de leur activation (113). Les cytokines (IL-1β et TNF-α) activent la voie 
catabolique menant à la dégradation du cartilage articulaire via les voies des MAPKs 
(p44/42 MAPK, SAPK/JNK, p38 MAPK) (131). Nous avons démontré que le niveau de 
phosphorylation de la p44/42 MAPK est augmenté par la stimulation à l’IL-1β et le TNF-α; 
la Rapamycine a inhibé partiellement cette phosphorylation lorsqu’elle est induite 
seulement par le TNF-α. Néanmoins, la Rapamycine n’a pas inhibé la phosphorylation de la 
p44/42 MAPK lorsqu’elle est stimulée par l’IL-1β. La Rapamycine peut inhiber alors un 
médiateur spécifique inclus dans la voie de la p44/42 MAPK stimulée par le TNF-α et non 
par l’IL-1β. L’inhibition sélective par la Rapamycine de la phosphorylation de la p44/42 
MAPK stimulée par le TNF-α et non l’IL-1β indique qu’il y a une différence entre ces deux 
cytokines dans le mécanisme de transduction du signal. Ceci peut être dû à la différence  
entre les récepteurs de chaque cytokine. Nous avons démontré aussi que l’IL-1β induit la 
phosphorylation des deux protéines p38 MAPK et JNK dans les chondrocytes humains 
(NHAC); cette activation par l’IL-1β a été réduite par la Rapamycine. Ainsi, l’activation de 
la phosphorylation de ces protéines kinases par l’IL-1β peut amener à l’activation de 
plusieurs facteurs de transcription qui rentrent dans la régulation du gène ADAMTS-4. Ceci 
peut traduire que la Rapamycine produit son effet au niveau de ces protéines kinases 
lorsqu’elles sont stimulées seulement par l’IL-1β; ce qui amène à l’inhibition de 
l’expression de l’ADAMTS-4. Cependant, le niveau du phospho-p38 MAPK et du 
phospho-JNK n’a pas augmenté par comparaison entre les chondrocytes normaux et les 
chondrocytes stimulés par le TNF-α.  
Il est déjà démontré que différents facteurs de transcription sont activés par les MAPKs 
dans les chondrocytes et que ces facteurs sont responsables de l’expression des gènes des 
protéases (ADAMTS et MMP) comme l’AP-1 et le NF-κB (119, 232, 233). Notre étude n’a 
pas montré quels facteurs seront bloqués lors du traitement avec la Rapamycine, ceci reste à 
démontrer.  
D’une autre part, d’autres mécanismes conduisant à l’inhibition d’autres voies de 
signalisation auront lieu au niveau des chondrocytes. En plus des MAPKs, le PI3K/AKT 
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présente une importante voie de signalisation impliquée généralement dans la régulation de 
l’immunité et de l’inflammation. Nous avons déjà démontré que les cytokines pro-
inflammatoires IL-1β et TNF-α induit l’expression des protéases par l’activation de 
plusieurs voies de signalisation. La voie PI3K/AKT joue un rôle important dans la 
destruction du cartilage articulaire. L’induction de la phosphorylation de l’AKT par l’IL-1 
suggère une similarité avec l’induction de la phosphorylation du mTOR par l’IL-17 
associée avec la prolifération des fibroblastes synoviaux; ces derniers sont connus par la 
production des protéases et l’envahissement du cartilage durant la RA (234). Notre équipe a 
montré que la voie PI3K/AKT est impliquée dans la régulation d’ADAMTS-4 (62). Il a été 
rapporté aussi que la Rapamycine avec une grande concentration peut inhiber la 
phosphorylation de l’AKT dans les cellules cancéreuses (235), ce  qui corrèle avec notre 
étude. Dans cette étude, nous avons démontré que la Rapamycine (20µM) peut agir au 
niveau des chondrocytes humaines par le blocage de la voie de PI3K/AKT lorsqu’elle est 
induite par l’IL-1β. Nos données montrent que l’induction de la phosphorylation de l’AKT 
par l’IL-1β est partiellement inhibée par la Rapamycine; d’où la suggestion que cet agent 
peut diminuer l’activité de l’AKT au niveau des chondrocytes OA. Ceci pourra avoir 
comme conséquence la réduction de l’expression de différents facteurs de transcription ce 
qui conduit alors au blocage de l’expression de l’ADAMTS-4 lors de la stimulation par 
l’IL-1β. Mais nous avons remarqué que le TNF-α n’a pas stimulé la phosphorylation de 
l’AKT dans les chondrocytes humains, pour cela la Rapamycine ne présente pas un effet à 
ce niveau. Le mécanisme d’induction de la phosphorylation de l’AKT par les cytokines 
n’est pas beaucoup clair encore, puisque l’activation de l’AKT est simulée avec l’IL-1β 
seulement alors qu’il y avait un effet contraire en présence du TNF-α. 
La voie de PI3K/AKT entraîne l’activation de  plusieurs cascades par l’activation de la 
phosphorylation de plusieurs protéines, ce qui mène à des différentes réponses cellulaires. 
Une des importantes protéines qui peut être activée par le PI3K/AKT est la protéine 
ribosomale p70 S6K. Cette protéine régule la croissance cellulaire ainsi que le métabolisme 
cellulaire (synthèse des protéines). Pour cela, on a mesuré le taux des protéines p70 S6K 
phosphorylées dans les chondrocytes stimulés avec les cytokines en présence ou en absence 
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de la Rapamycine. Nous avons démontré que le taux des protéines p70 s6 kinases 
phosphorylées a été diminué lors du traitement avec la Rapamycine; ceci était dans le cas 
où les chondrocytes sont stimulés par l’IL-1β et le TNF-α. Ces résultats nous montrent que 
la phosphorylation de la p70 S6k activée par PI3K/AKT  via la protéine mTOR est bloquée 
en présence de la Rapamycine dans les chondrocytes articulaires humains, ce qui entraîne 
l’inhibition de l’activation d’autres protéines induites par la p70 S6K telle que l’eIF-4B 
(eukaryotic initiation factor-4B). Cette inhibition bloque alors l’expression des gènes. Ce 
résultat coïncide avec d’autres recherches qui utilisent des inhibiteurs des différentes cibles 
de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR qui contrôle l’activité de la protéine p70 S6K. 
Il est déjà connu que la protéine p70 S6K induit à son tour la phosphorylation de plusieurs 
substrats ce qui conduit alors à plusieurs conséquences biologiques (236). Au niveau des 
chondrocytes, l’une de ces conséquences peut être traduite par l’activation de la synthèse 
des enzymes cataboliques telles que les ADAMTS, cette activation va augmenter par 
l’induction des cytokines IL-1β et TNF-α lors de l’OA. Puisque les deux facteurs de 
transcription eIF4B et eEF2K (eukaryotic elongation factor 2 kinase),  activés par la p70 
S6K induisent la synthèse et l’élongation des protéines (237, 238), il se peut que leur 
activation va être inhibée par l’action de la Rapamycine au niveau des chondrocytes OA, 
d’où la diminution de la synthèse des ADAMTS. Cette hypothèse pourrait être vérifiée dans 
notre laboratoire très prochainement. Les composantes de la voie de signalisation du mTOR 
incluant l’AKT et la p70 S6K sont activées dans les membranes synoviales des patients 
avec la RA et dans des modèles animaux avec RA (240). La réduction de la 
phosphorylation de la p70 S6K dans nos résultats suggère l’implication de cette voie dans 
l’induction de l’ADAMTS-4 par les cytokines. Récemment, l’inhibition du mTOR par la 
Rapamycine dans un modèle expérimental d’une souris RA exprimant le TNF-α montre 
une protection contre les synovites, la résorption osseuse, et la perte des PGs (agrécanes) 
(240) (Fig.14). 
Finalement, nous avons testé l’action de la Rapamycine sur le TIMP-3. Au niveau du 
cartilage articulaire, on trouve plusieurs inhibiteurs endogènes du catabolisme qui peuvent 
aider à maintenir l’équilibre entre la synthèse protéique et la dégradation des différentes 
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composantes. Les TIMPs présentent des importants inhibiteurs des MMPs et des 
ADAMTS. Ainsi, il a été rapporté que le TIMP-3 inhibe fortement l’activité de 
l’ADAMTS-4 et de l’ADAMTS-5 (45, 46). Lors de l’OA, l’activité des ADAMTS-4 est 
augmentée. Pour compenser la dégradation des PGs par les ADAMTS-4, on a suggéré que 
la Rapamycine augmente l’activité du TIMP-3 dans les chondrocytes humains. Nos 
résultats montrent une légère augmentation du taux de l’ARNm du TIMP-3 en présence de 
la Rapamycine dans les chondrocytes humains. La Rapamycine peut alors jouer un double 
rôle au niveau du traitement du cartilage articulaire OA. Ceci est traduit par l’inhibition des 
voies de signalisation conduisant à l’augmentation de la synthèse des ADAMTS-4, et par 
l’augmentation de l’expression des TIMP-3 qui inhibent ainsi l’activité de ces ADAMTS-4. 
Ainsi, le mécanisme par lequel le TIMP-3 est augmenté par la Rapamycine n’était pas 
étudié. Finalement, la figure 14 présente d’une façon générale un schéma qui montre les 
différentes cibles de la Rapamycine au niveau des voies de signalisation présentées. Ainsi, 
la Rapamycine peut bloquer la phosphorylation des protéines p38 MAPK, JNK, et AKT 
stimulé par l’IL-1β; elle peut exercer un effet inhibiteur au niveau de la p44/42 MAPK 
lorsque la phosphorylation cette dernière est induite par le TNF-α. De plus, la protéine p70 
S6K est une autre cible qui est inhibée par la Rapamycine. Les facteurs de transcription 
présentés dans le schéma sont activés d’une façon générale par ces voies. L’inhibition de 
ces voies peut entraîner le blocage de l’expression de plusieurs facteurs de transcription qui 
stimulent l’expression de l’ADAMTS-4; le niveau de ce dernier va diminuer, en prévenant 
ainsi la destruction du cartilage. 
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Figure 14: Représentation schématique des différentes voies de signalisation stimulées 
par les cytokines et bloquées par la Rapamycine. 
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Conclusion 
L’augmentation de l’expression de l’ADAMTS-4 présente l’une des principales causes 
de la dégradation du cartilage articulaire et de la progression de l’OA. Plusieurs études 
visent à trouver des produits qui peuvent inhiber l’expression de ces protéases. Ainsi, il 
a été rapporté que les immunosuppresseurs peuvent avoir des effets bénéfiques dans le 
traitement de l’OA. Nous avons démontré que la Rapamycine inhibe l’expression de 
l’ADAMTS-4 dans les chondrocytes humains ainsi que son activité enzymatique. La 
Rapamycine peut être considérée dans le rétablissement de l’homéostasie du cartilage 
articulaire. En plus, l’étude de plusieurs voies de signalisation a indiqué leur 
implication dans l’augmentation de l’expression de l’ADAMTS-4 lors de l’OA. Ces 
voies pourront devenir des cibles dans le développement des interventions 
thérapeutiques. Notre étude montre que certaines voies induites par l’IL-1β telles que 
les voies du p38 MAPK, du SAPK/JNK, et de l’AKT-p70 S6K, peuvent être bloquées 
par l’action de la Rapamycine. Alors que la voie de la p44/42 MAPK a été bloquée 
partiellement par la Rapamycine. Nous avons démontré aussi que la Rapamycine 
bloque la protéine p70 S6K stimulée par l’IL-1β et le TNF-α. La Rapamycine présente 
en plus un facteur activant le TIMP-3. Ce dernier appartenant à la famille des 
inhibiteurs endogènes de l’ADAMTS-4 va aider alors à la compensation de la 
dégradation du cartilage. Pour comprendre le mécanisme complet par le quelle la 
Rapamycine accomplie son action, différents facteurs de transcription (NF-κB, AP-1, 
ect…) impliqués dans les voies bloquées par la Rapamycine peuvent être étudiées. 
Ceci va conduire à avoir plus d’idées à propos des mécanismes d’inhibition, et à 
développer plusieurs stratégies pour le traitement de cette maladie. Récemment, il a été 
démontré que la Rapamycine active le mécanisme préventif d’autophagie, ce qui va 
ouvrir d’autre avenue de recherche. 
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